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Riassunto 
 
Valutazione clinica dei parametri dell’emogramma del cane determinati con strumetazione 
laser 
 
Parole chiave: emogramma completo, Procyte®, Cane, Striscio ematico 
L’esame emocromocitometrico completo è una componente fondamentale del comune 
procedimento diagnostico di laboratorio. L’osservazione microscopica dello striscio ematico 
effettuata da personale esperto e qualificato costituisce un importante strumento per convalidare i 
dati generati anche dai più moderni e sofisticati contaglobuli laser, come il Procyte®. In questo 
studio è valutata la capacità di lettura del Procyte®, esaminando 350 emogrammi completi per la 
formula leucocitaria in situazioni patologiche con evidenti anormalità ematologiche, per il 
conteggio dei reticolociti e per la recente introduzione della segnalazione sui referti di “flag” per 
neutrofili in banda, eritrociti nucleati e aggregati piastrinici. Dai risultati emerge un ottimo indice 
di correlazione per neutrofilia (R=0,89) e reticolocitosi (R=0,84), e discreto per monocitosi 
(R=0,67). Inoltre, è emersa la discordanza nell’identificazione degli eritrociti nucleati (K=0,06) e 
degli eosinofili (k=0,47) come anche la scarsa correlazione degli eosinofili con la lettura al 
microscopio (R=0,36). È stato identificato un valore soglia che ottimizzasse la capacità di 
identificazione da parte del contaglobuli per i seguenti “flag”: 500/mcL neutrofili in banda 
(K=0,83) e 5/mcL nRBC (K=0,13). È stata verificata l’esistente correlazione inversa tra la 
comparsa di neutrofili in banda e la diminuzione della quota reticolocitaria. Questo lavoro ha 
messo in evidenza i limiti strumentali, i cui risultati devono essere sempre accompagnati da una 
revisione dello striscio ematico al microscopio. Sicuramente molte delle indicazioni fornite dallo 
strumento sono importanti perché possono fornire immediatamente degli indizi di utilità clinica 
per orientare tempestivamente il patologo clinico nel confermare o migliorare l’interpretazione 
complessiva dell’emogramma completo e al veterinario clinico per operare velocemente degli 
aggiustamenti di procedure diagnostiche o terapeutiche. 
 
Summary 
 
Clinical evaluation of CBC parameters obtained by laser cell counter in the dog 
 
Key words: CBC, Procyte®, dog, blood smear 
 
The complete blood count (CBC) is an important part of the common diagnostic procedure in the 
laboratory. Microscopic evaluation of blood smears by experienced and qualified staff is an 
important tool to confirm the data generated even by the most modern and sophisticated 
automated cell counter like the Procyte®. In this paper we evaluate the ability of the Procyte® to 
exam 350 CBC for leukocyte differential count in samples presenting evident hematological 
abnormalities, as well as for reticulocyte count and for the recent introduction of flags dealing 
with band neutrophils, nucleated RBC (nRBC) and aggregates of platelets. From our results, an 
excellent correlation index was obtained for neutrophilia (R=0.89) and reticulocytosis (R=0.84), 
and fair for monocytosis (R=0.67). In addition, discrepancy in the identification of nRBC (K = 
0.06) and eosinophils (k = 0.47) was observed. A low correlation with microscope findings (R = 
0.36) was also observed for eosinophils. A threshold value has been identified that would 
optimize the ability of identification by the blood cell counter for the following "flags": 500/mcL 
of band neutrophils (K = 0.83) and 5/mcL of nRBC (K = 0.13). The inverse correlation between 
the appearance of band neutrophils and the decrease of reticulocyte count has been verified. This 
work has highlighted the instrumental limitations, the results of which must be accompanied by a 
review of the blood smear by microscope. Surely, many of the indications provided by the 
instrument are important because they can immediately provide clues to guide timely clinical 
pathologist to confirm or improve the overall interpretation of the CBC and the clinician to 
arrange fast adjustments of diagnostic or therapeutic procedures. 
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Introduzione 
L’esame emocromocitometrico completo è una componente fondamentale del 
comune procedimento diagnostico: attraverso i parametri dell’emogramma è 
possibile trarre innumerevoli informazioni di carattere clinico utili al medico 
veterinario sia per decidere di avanzare nei procedimenti di indagine, sia per 
impostare una terapia eventuale. L’osservazione microscopica dello striscio ematico 
effettuata da personale esperto e qualificato è una parte essenziale dell’esame 
emocromocitometrico: in questo studio costituisce un importante strumento per 
convalidare i dati generati anche dai più moderni e sofisticati contaglobuli  come il 
Procyte®.   
Lo scopo primario di questo lavoro si identifica nel  valutare la capacità di lettura del 
contaglobuli Procyte® per la formula leucocitaria, nella quale sono state analizzate 
tutte le classi cellulari in situazioni di stress e malattia, per il conteggio dei 
reticolociti e per la recente introduzione della segnalazione di neutrofili in banda, 
eritrociti nucleati e aggregati piastrinici tramite “flag”, fornendo così attendibilità 
nelle informazioni cliniche che entreranno in possesso del medico veterinario. Inoltre 
è stato valutato se in corso di flogosi acuta può verificarsi una diminuzione della 
produzione eritrocitaria, analizzando il rapporto tra i neutrofili in banda e la risposta 
reticolocitaria in soggetti non anemici.  
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1 ESAME EMOCROMOCITOMETRICO 
L’esame emocromocitometrico (detto anche emogramma completo o CBC, complete 
blood count) è un insieme di analisi utilizzato per descrivere la quantità e la qualità 
degli elementi cellulari nel sangue e di alcune sostanze presenti nel plasma. È un 
esame fondamentale che rientra nelle analisi di base richieste al laboratorio in quanto 
rivela molte anomalie e condizioni patologiche [30,34].     
L’esame emocromocitometrico è costituito da due componenti principali: l’analisi 
quantitativa di eritrociti, leucociti e piastrine, la misura o il calcolo dell’ematocrito, la 
misura o il calcolo del volume corpuscolare medio (MCV), il calcolo 
delll’emoglobina corpuscolare media (MCH) e della concentrazione media 
emoglobinica intraeritrocitaria (MCHC) e la concentrazione refrattometrica delle 
proteine totali; la seconda componente, non meno importante, riguarda l’analisi 
qualitativa che comprende la valutazione al microscopio dello striscio ematico per 
indagare eventuali alterazioni morfologiche delle cellule del sangue [30,31,35].   
1.1 INDICAZIONI 
La maggior parte degli stati patologici determina alterazioni dell’emogramma 
completo e quindi la sua realizzazione è sempre consigliata a complemento di ogni 
visita clinica. La sua interpretazione deve essere fatta sempre e comunque in 
correlazione con l’esame clinico. Generalmente l’esecuzione del CBC è indicato: 
- quando l’esame clinico rende evidente un’affezione ematologica primitiva, 
come il pallore delle mucose indicativo di anemia oppure le petecchie 
evocanti trombocitopenia. 
- per contribuire alla formulazione di una diagnosi (per esempio di leucemia in 
presenza di cellule anormali in circolo oppure di Babesiosi o Mycoplasmosi 
in corso di anemia.). 
- per valutare le conseguenze di una malattia sull’organismo (leucocitosi in 
caso di stress, in presenza di lesioni suppurative, di anemia o in corso di 
ipotiroidismo). 
- in associazione ad un esame biochimico e all’esame delle urine, al fine di 
valutare lo stato dei principali organi e apparati (come esami preoperatorio). 
- per monitorare gli effetti di una chemioterapia [31]. 
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1.2 PRELIEVO E GESTIONE DEL CAMPIONE 
Il prelievo di sangue venoso rappresenta il mezzo d’accesso al circolo ematico 
periferico: i siti di prelievo nel cane e nel gatto sono numerosi e la scelta dell’uno o 
dell’altro dipende dalla manualità dell’operatore, dalla quantità di sangue necessario 
(se occorrono cospicue quantità è preferibile utilizzare la vena giugulare) e dal 
temperamento dell’animale (su animali particolarmente irrequieti è meglio utilizzare 
la vena safena e non la vena giugulare). In ogni caso il sito deve essere rasato,  
disinfettato, il materiale utilizzato deve essere sterile, gli aghi della siringa devono 
avere un diametro adeguato in genere compatibile con il diametro del vaso, al fine di 
evitare la lisi dei globuli rossi al momento dell’aspirazione. La quantità di sangue da 
collezionare risulta decisiva anche sulla scelta della siringa la cui dimensione è 
variabile.  
Il paziente al momento del prelievo dovrebbe essere tranquillo, ma soprattutto a 
digiuno la notte precedente il prelievo per evitare una possibile lipemia. Il sangue 
prelevato va trasferito immediatamente in una provetta contenente anticoagulante: è 
consigliabile togliere l’ago della siringa e far defluire il sangue lungo la parete della 
provetta, assicurare la chiusura del tappo e miscelare i fluidi con una serie di dolci 
inversioni. L’anticoagulante di scelta per l’esecuzione del CBC e la valutazione della 
morfologia cellulare è l’acido etilen-diammino-tetraacetico (EDTA): è bene verificare 
che il volume di sangue prelevato rispetti sempre il rapporto sangue/EDTA indicato: un 
eccesso di anticoagulante rispetto al volume di sangue prelevato può creare artefatti nella 
determinazione sia strumentale sia morfologica [15,31].   
1.3 ESAME MACROSCOPICO DEL CAMPIONE DI SANGUE 
L’osservazione della provetta prima di processare il campione serve a determinarne il 
colore del sangue, la presenza o meno di lipemia o la presenza di coaguli che 
potrebbero interferire con la conta cellulare del contaglobuli.  
L’agglutinazione eritrocitaria è il prodotto della reazione antigene-anticorpo fra gli 
eritrociti con aggregazione o raggruppamento di questi in clusters simili a grappoli 
d’uva. Negli animali anemici, l’agglutinazione è un indicatore di un effetto 
immunomediato, ma è altrettanto vero che la sua assenza non esclude un’anemia 
immunomediata. Essa deve essere sempre differenziata dalla formazione di Rouleaux 
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che risulta dalla adesione di eritrociti similmente ad una pila di monete. 
L’agglutinazione può essere differenziata dai rouleaux mediante il test della diluizione 
in soluzione fisiologica (dispersione), in cui una parte di sangue viene diluita con tre 
parti di soluzione fisiologica ed è esaminato al microscopio: gli eritrociti agglutinati non 
si disperdono perché l’agglutinazione non è un fenomeno reversibile come la formazione 
di rouleaux e può interferire con le valutazioni ottiche ed elettroniche degli eritrociti, 
infatti, gruppi di globuli rossi passano attraverso la camera di conta come “grandi 
cellule”. In questi casi, la misurazione del MCV e della concentrazione dei globuli rossi 
sono calcolate in maniera errata (tranne i casi in cui i programmi escludono valori con 
deviazione estrema), perché questi sono ottenuti da altri valori misurati. Anche la conta 
automatica dei reticolociti può risultare inaffidabile [17].   
La metaemoglobina origina dall’ossidazione del ferro presente nell’emoglobina, questa 
forma non è in grado di legare l’ossigeno presente e di conseguenza s’instaura ipossia 
relativa. Può verificarsi per un deficit ereditario dell’enzima metaemoglobina reduttasi 
(citocromo-beta-5-reduttasi) o per esposizione ad agenti ossidanti. Il colore rosso cupo o 
cioccolato del sangue, è patognomonico della condizione ed è facilmente riconoscibile 
tramite “spot test” (deposizione di una goccia di sangue) su carta da filtro. Quando il 
sangue normale è esposto all’aria, diventa rosso brillante, mentre quello degli animali 
colpiti rimane rosso scuro se il contenuto di metaemoglobina supera il 10% [22]. 
1.4 ERRORI PRE-ANALITICI 
Per evitare alterazioni del CBC il prelievo deve essere eseguito su un animale a 
riposo, tranquillo e non eccitato. Nonostante ciò si possono avere una serie di errori 
(errori pre-analitici) che devono essere identificati, interpretati e corretti prima di 
analizzare i risultati. I più comuni sono: 
• EMOLISI. E’ la liberazione di emoglobina dagli eritrociti ed indica un danno alla 
membrana cellulare. La facilità con cui avviene è inversamente proporzionale 
alle dimensioni, alla costituzione della membrana cellulare e alla Resistenza 
Osmotica Eritrocitaria (ROE). L’emolisi può essere dovuta a: 
-traumi meccanici diretti sugli RBC come l’eccessiva suzione nel prelievo con ago di 
piccolo diametro, il travaso del sangue dalla siringa alla provetta con notevole 
pressione, l’eccessiva agitazione del sangue per mescolarlo con l’anticoagulante 
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-alla lipemia che determina un’aumentata fragilità del globulo rosso per le variazioni 
indotte sulla composizione lipidica della membrana 
-al contatto con soluzioni ipotoniche/chimiche 
-per il ritardo nella spedizione del campione al laboratorio o nella sua analisi 
 
• LIPEMIA. E' l'evenienza in cui il campione di sangue prelevato da poco si 
presenta torbido o con aspetto opalescente [9]. La lipemia si verifica perché il 
paziente non è stato digiuno un tempo adeguato prima del prelievo di sangue 
(almeno dodici ore e per lo Schnauzer nano 2-3 giorni). La lipemia può essere 
esogena o endogena. Il primo tipo, da lipidi nella dieta, è dovuto ad aumento 
eccessivo dei trigliceridi sotto forma di chilomicroni assorbiti dal piccolo 
intestino. Questa situazione si riconosce perché facendo raffreddare il campione, 
si forma un anello di crema sotto il quale il plasma /siero è trasparente. La 
lipemia endogena invece è legata all’eccessiva presenza di lipoproteine a densità 
molto bassa nel campione e il raffreddamento non influisce sulla torbidità che 
rimane distribuita uniformemente. Per eliminare l’inconveniente della lipemia è 
possibile somministrare eparina endovena (100-200 UI / kg pv) che attiva 
l’idrolisi dei chilomicroni e delle lipoproteine a bassissima densità (VLDL) 
tramite l’enzima lipoproteinlipasi e permette di ripetere un campionamento dopo 
quindici minuti. 
• PAURA, ECCITAZIONE E APPRENSIONE. Sono condizioni che spesso 
determinano rilascio di adrenalina in specie nevrili come il gatto. Queste 
situazioni determinano per effetto della spremitura della milza un aumento di 
ematocrito, emoglobina e numero di eritrociti e per la redistribuzione del 
comparto dei marginati a favore dei circolanti determinano neutrofilia senza 
deviazione a sinistra. Nel gatto si assiste a linfocitosi 
• COAGULAZIONE DEL CAMPIONE. Quando il prelievo è stato troppo lento, la 
miscelazione del campione è stata ritardata o insufficiente, quando è presente 
materiale estraneo, il campione di sangue può andare incontro a un’imprevista 
coagulazione, anche se aggiunto con anticoagulante. Ovviamente questo 
campione non può essere in alcun modo utilizzato per l’esecuzione del CBC. 
• AGGREGAZIONE PIASTRINICA. Questo fenomeno avviene nei prelievi lenti 
o per la mancata aggiunta di anticoagulante in tempi rapidi. E’ frequente in 
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campioni di sangue felino, dove il prelievo è difficoltoso per il piccolo diametro 
dei vasi. Quando le piastrine formano aggregati, la conta globuli elettronici 
registrano una trombocitopenia e un contemporaneo aumento del numero dei 
leucociti. La stima piastrinica deve quindi essere valutata sullo striscio di sangue 
periferico, per essere adeguata si devono contare 10-15 piastrine per campo di 
osservazione. 
• INVECCHIAMENTO. Il deterioramento è sempre proporzionale al tempo di 
conservazione, è necessario quindi tenere conto della temperatura e 
dell’anticoagulante che determinano il limite massimo di conservazione. Se il 
sangue è mantenuto a temperatura ambiente, il CBC può essere eseguito entro 6-
8 ore dal prelievo, se il sangue è refrigerato entro 24 ore. 
• IMPIEGO DEI LABORATORI UMANI PER ESAMI VETERINARI. In genere 
l’esecuzione del CBC è eseguita con strumentazione tarata per la specie umana 
ma che non produce la medesima accuratezza nel sangue animale. Solo per il 
cane si possono attendere risultati accettabili nella determinazione del CBC. 
• QUANTITA’ DI SANGUE E STABILITA’ DEL CAMPIONE Il campione di 
sangue deve essere conservato a una temperatura di circa 10°C. Il calore, il 
freddo intenso sotto ai 4°C e la luce solare diretta ne pregiudicano la stabilità. 
Questi eventi fisici possono indurre emolisi e in genere la diminuzione degli 
elementi che si vogliono dosare nel campione. L’emocromo deve essere eseguito 
entro 6-8 ore per avere dati attendibili. Il rigonfiamento degli eritrociti dopo 6-24 
ore dalla conservazione fa aumentare l’ematocrito (HCT), il volume corpuscolare 
medio (MCV) e abbassa la concentrazione corpuscolare media di emoglobina 
(MCHC). Se il campione è refrigerato, la conta globulare, la concentrazione di 
emoglobina, l’ematocrito e gli indici eritrocitari subiscono alterazioni minime 
fino a ventiquattro ore [15,34]. 
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2 DETERMINAZIONE STRUMENTALE DEI 
PARAMETRI EMATOLOGICI 
Gli strumenti impiegati per l’ematologia sono denominati contaparticelle o 
contaglobuli: sono stati studiati principalmente per enumerare le diverse cellule 
ematiche ed in via opzionale differenziarle in base al loro volume o di altre 
caratteristiche proprie. Per la calibrazione di questi strumenti s’impiega sangue 
umano appositamente preparato. Con opportune modifiche ai contaglobuli è 
possibile l’uso in veterinaria, tenendo conto delle diversità ematologiche nelle 
differenti specie, ma oggigiorno sono disponibili strumenti appositamente dedicati 
alla veterinaria. Se viene eseguita una scrupolosa manutenzione, i contaglobuli 
automatici si rivelano molto più precisi ed accurati rispetto alla conta manuale per le 
analisi dei mammiferi. Per questo compito vengono applicate svariate tecnologie 
basate essenzialmente su tre diversi principi: l’impedenza elettrica, il principio ottico 
della diffusione luminosa e la conduttività elettromagnetica. Il funzionamento può 
essere basato su di un unico principio oppure sfruttarne contemporaneamente due o 
più, ma comunque tutti affiancano anche le altre tecniche come la presenza di 
fotometri, citometri e /o l’impiego di particolari reagenti. Gli analizzatori ematologici 
più diffusi negli ambulatori sono i contaglobuli a impedenza e gli analizzatori basati 
sul principio del Buffy Coat (Quantitative Buffy Coat analyzer o QBC) non sfruttano 
i principi sopra elencati [15]. I vantaggi derivanti dall’uso di questa tecnologia sono 
riferibili soprattutto al costante miglioramento della ripetibilità dei risultati, che 
attraverso una conta manuale verrebbe meno.    
Il leucogramma, l’eritrogramma e il piastrinogramma di cane e gatto si possono 
ottenere con metodo manuale o automatico. Un conteggio eritrocitario manuale 
tuttavia, non risulterebbe abbastanza accurato per essere ritenuto clinicamente valido. 
Al contrario, la conta manuale di leucociti e piastrine può essere eseguita quando si 
sospettano errori nelle conte realizzate con apparecchi automatici, ma anche in 
situazioni di emergenza quando non sono disponibili apparecchi automatici: essa si 
può eseguire utilizzando un apparecchio con relativa pipetta Unopette 5850 per 
diluire il sangue, provocare la lisi degli eritrociti e contare al microscopio leucociti e 
piastrine con emocitometro. Prima della conta automatizzata il sangue dovrebbe 
essere adeguatamente risospeso e controllato per escludere la presenza di coaguli 
(strofinando bastoncini di legno lungo la superficie interna della provetta) [30]. I 
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campioni contenenti coaguli devono essere eliminati perché sono caratterizzati da 
conte piastriniche e leucocitarie falsamente basse, mentre gli eritrociti possono essere 
sia elevati che ridotti [15,16,31]. 
2.1 QUANTITATIVE BUFFY COAT ANALYZER 
Questo strumento nell’ematologia di cane e gatto presenta una buona correlazione 
con i sistemi manuali ed elettronici sfruttando l’azione della forza centrifuga e 
l’espansione dello strato dei globuli bianchi (buffy coat) ottenuta con l’ematocrito. Il 
QBC si basa sulla separazione di eritrociti, granulociti, monociti e piastrine in vari 
strati all’interno di un capillare per microematocrito contenente il colorante 
sopravitale all’arancio di acridina captato dal DNA, RNA e dalle lipoproteine 
contenute nelle cellule. Durante la centrifugazione (della durata di 5 minuti) il 
galleggiante all’interno del capillare si dispone, grazie alla particolare densità, tra la 
colonna RBC e il plasma, nella zona cosidetta del “Buffy Coat”. Poiché la sonda 
occupa più del 90% del volume interno del capillare, il Buffy Coat è indotto ad 
espandersi nella sottile intercapedine rimasta libera (40 micron). Le diverse densità 
caratteristiche delle popolazioni cellulari costituenti il Buffy Coat consentono, 
attraverso la centrifugazione, di ottenere una stratificazione in bande dei tre elementi 
fondamentali e cioè: piastrine, cellule mononucleate (linfociti e monociti) e 
granulociti. Il colorante impiegato è fluorescente ed è assorbito differentemente dagli 
elementi cellulari stratificati tranne dai globuli rossi che non assorbono arancio di 
acridina e non presentano fluorescenza [15]. Le cellule nucleate, che contengono 
DNA, emettono una fluorescenza verde mentre quelle contenti RNA o lipoproteine, 
emettono una fluorescenza rossa. I reticolociti sono diversi dai globuli rossi maturi 
perché contengono più RNA, gli eosinofili dai neutrofili per il loro maggior 
contenuto in lipoproteine. Le piastrine sono ricche di lipoproteine e per questo 
emettono una fluorescenza rossa [30]. Una volta centrifugato il capillare è posto nel 
lettore e grazie all’emissione di una luce blu, rende facilmente riconoscibili le bande 
di separazione. Il principio di determinazione dell’emoglobina è in relazione 
all’approfondimento della sonda nel pacchetto eritrocitario e di conseguenza anche il 
calcolo del MCHC. Lo strumento non fornisce il numero dei globuli rossi. Ponendo 
un indice di riferimento interno (una bacchetta colorata) in corrispondenza delle 
interfacce (caratterizzate dal cambiamento di colore) delle diverse fasi, il lettore 
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memorizza le informazioni necessarie (lunghezza delle bande) per determinare 
automaticamente in una frazione di secondo, i seguenti parametri: ematocrito, 
emoglobina, MCHC, conta piastrinica e leucocitaria, valore assoluto e percentuale 
dei linfo-monociti dei granulociti e solo per il cane anche degli eosinofili. La stampa 
del risultato è accompagnata da un grafico che mostra la fluorescenza delle cellule 
tramite il tracciato di due linee: quella più spessa indica la fluorescenza del DNA 
cellulare, quella più sottile la fluorescenza del RNA e delle lipoproteine. 
I limiti del QBC Vet sono il costo iniziale, il costo degli speciali capillari, la non 
perfetta correlazione con i valori reali della conta delle Piastrine e soprattutto dalla 
difficoltà dell’esame nei campioni con valori estremi (es. gravi anemie o leucocitosi) 
[15]. 
2.2 CONTAGLOBULI AD IMPEDENZA ELETTRICA 
I contaglobuli ad impedenza operano secondo il principio per cui le cellule sono 
scadenti conduttori poiché sono rivestite da una membrana dotata di un’elevata 
resistività: nel passaggio attraverso un orifizio ai cui lati viene applicata una corrente 
elettrica continua, dette cellule determinano una variazione momentanea della 
resistenza elettrica che a sua volta genera una variazione di voltaggio, indotta dallo 
spostamento di una eguale volume di soluzione elettrolita. Ciò comporta la 
produzione di una serie d’impulsi, la cui quantità è indicativa del numero delle 
particelle che attraversano l’orifizio, mentre l’ampiezza è proporzionale al volume 
della cellula che lo produce. Tecnicamente viene impiegata una sospensione cellulare 
ematica in un predeterminato volume di un mezzo elettrolita a conduttività fissa che 
viene fatta defluire per aspirazione in un capillare attraverso un piccolo orifizio dalle 
dimensioni variabili da 70 a 150 micron; contemporaneamente viene applicata 
corrente elettrica continua tra due elettrodi posti ai due lati dell’orifizio (fuori e 
dentro il capillare, chiamato trasduttore). Il calcolo della conta cellulare tiene conto 
del fattore di diluizione, del numero d’impulsi correlato al conteggio cellulare (i 
contaglobuli analizzano in media 8.000 cellule) e dell’ampiezza di ciascun impulso 
che è proporzionale al volume cellulare. Mediante analisi elettronica vengono 
apportate appropriate modifiche, per scartare o correggere picchi di impulsi distorti 
tra cui la correzione nel computo cellulare per la coincidenza del passaggio di due o 
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più cellule o per l’effetto di ricircolo e quindi di una nuova conta di cellule già 
contate, la correzione del passaggio non assiale delle cellule attraverso l’orifizio , in 
quanto varia l’ampiezza dell’impulso e la misurazione del volume cellulare, 
mediante una modifica del sistema di deflusso della sospensione cellulare per 
assicurare una posizione centrale della particella nell’orifizio.   
Con questo principio sono determinati il numero di RBC, il MCV e il numero di 
piastrine (queste ultime sono differenziate dal numero degli eritrociti in base alle loro 
minori dimensioni). L’emoglobina è determinata spettrofotometricamente dopo lisi 
eritrocitaria. Per quanto riguarda i globuli rossi, quindi lo strumento misura 
direttamente il loro numero, il loro volume e l’emoglobina totale e poi usa questi dati 
per calcolare l’ematocrito, MCH e MCHC [1,15,16,20].  Le piastrine si differenziano 
dagli eritrociti solo in base alle loro dimensioni, si possono verificare errori di conta 
quando nel campione sono presenti macropiastrine che vengono quindi contate come 
piccoli eritrociti o viceversa. Questa situazione è particolarmente comune nel gatto, 
che fisiologicamente ha globuli rossi più piccoli di quelli del cane ed ha piastrine di 
volume variabile. Al contrario quando nel campione ci sono eritrociti microcitici, 
essi potrebbero essere erroneamente contati come piastrine e quindi determinare un 
falso aumento del numero di piastrine stesse. I leucociti sono contati dopo lisi dei 
globuli rossi [9,30].  
Infine in alcuni contaglobuli ad impedenza è possibile avere una conta differenziale 
leucocitaria parziale. Il principio su cui si basa è quello della differenziazione 
volumetrica dei leucociti, quando sono posti nella soluzione lisante per gli eritrociti, 
in tre diverse classi di cellule: linfociti, monociti e granulociti. La tecnica prevede la 
variazione del volume originale dei WBC grazie ad un diluente-lisante specifico, che 
provocando coartazione cellulare e perdita parziale del citoplasma riduce i linfociti a 
circa la metà del loro volume e i polimorfonucleati a 2/3 del loro volume (per la 
presenza di granulazioni citoplasmatiche). L’identificazione dei tre gruppi cellulari si 
valuta con l’istogramma WBC. La validazione di queste determinazioni non è stata 
fatta per tutte le specie animali a causa delle diversità di comportamento dei WBC 
nei confronti dei vari diluenti-lisanti. Con strumenti della ditta “SEAC” è stato 
stabilito che nel bovino, nel cavallo, nella pecora e nel suino è possibile valutare 
correttamente la percentuale dei linfociti rispetto a tutte le altre popolazioni 
leucocitarie: tale ripartizione non è altrettanto attendibile nel cane e nel gatto anche 
se i casi di eosinofilia e di monocitosi, avendo queste cellule volumi diversi rispetto 
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ai neutrofili e ai linfociti, si evidenziano come addensamenti all’estrema destra del 
grafico [15]. 
2.3 CONTAGLOBULI A FASCIO DI LUCE LASER 
I contaglobuli legati al principio ottico sono ben più costosi ed utilizzano un sistema 
fotoelettrico che rileva un fascio di luce incoerente o coerente (luce laser), che viene 
rifratto, diffratto o spostato dalle cellule che attraversano una piccola area illuminata 
del sistema ottico: le interruzioni del raggio laser, similmente al principio dei 
contaglobuli ad impedenza elettrica, vengono sfruttate per contare i singoli elementi 
cellulari [15,16,20,30]. 
2.3.1 Contaglobuli Advia  
Lo strumento capostipite di questa tecnologia su ottica laser è il Technicon H-600, 
poi evoluto in H-1 e successivamente in H-2, immesso nel mercato a partire dal 
1985: dato che gli RBC sono saturi di emoglobina, sono molto più densi delle 
piastrine e quindi queste due popolazioni si separano molto meglio rispetto ai 
contaglobuli ad impedenza elettrica. Per contare i leucociti, l’H1 combinava la 
tecnica citofluorimetrica e tecniche citochimiche: i leucociti sono separati tra loro in 
base a dimensione, granulosità, attività perossidasica e suscettibilità ad alcuni lisanti.  
Oggigiorno questo contaglobuli ha preso il nome di Advia 120® (l’ultima versione è 
codificata 2120): il suo funzionamento si basa sulla presenza di una sorgente di luce 
alogena al tungsteno e di un citometro per l’analisi della perossidasi leucocitaria con 
l’aggiunta di un laser rosso elio/neon per la determinazione dei globuli rossi, 
piastrine e granulociti basofili. Gli eritrociti sono resi sferici e i WBC 
opportunamente colorati. L’attività della perossidasi è sviluppata a 75°C. Gli RBC 
sono lisati e i WBC fissati sono posti in un liquido con flusso lineare e con uguale 
indice di rifrazione che rende possibile il loro allineamento in fila continua. Questo 
permette che le cellule siano classificate una per una sulla base del volume e sulla 
reazione citochimica alla perossidasi. I dati raccolti da quest’analisi sono riportati su 
un diagramma: sull’asse Y è riportato il volume, sull’asse X l’attività perossidasi. La 
misura di quest’attività permette l’accurata classificazione dei WBC, infatti gli 
eosinofili hanno la più elevata attività, seguita da quella moderata dei neutrofili, dalla 
debole dei monociti e dall’assente attività dei linfociti e delle grandi cellule non 
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colorate (LUC large unstained cells), come i grandi linfociti atipici, le plasmacellule 
e i blasti che non assumono il colore (perossidasi negativi). L’analisi elettronica di 
questi dati permette la costruzione di raggruppamenti cellulari e la quantificazione 
dei diversi tipi di WBC. L’analisi tramite il canale per i basofili e per la lobularità si 
basa sull’aggiunta al campione di una combinazione di surfactante e acido ftialico 
che lisa gli RBC e rimuove la membrana citoplasmatica di tutti i leucociti eccetto che 
nei basofili. La luce laser a basso angolo permette di porre su un altro diagramma 
nell’asse Y i basofili, che sono cellule più grandi. La luce laser a angolo più grande 
permette di porre nell’asse X la configurazione e la struttura (lobularità e densità) dei 
rimanenti nuclei. I blasti sono posti a destra sull’asse X, le cellule mononucleari 
ancora più a destra seguiti da un limite verticale dagli elementi in banda, dagli 
eosinofili e dai segmentati neutrofili posti sempre più a destra nel diagramma [15]. 
L’ADVIA 2120, a differenza dell’ADVIA 120, valuta l’emoglobina con una 
metodica priva di cianuro, ha una nuova interfaccia e può essere utilizzato oltre che 
per processare sangue anche per altri campioni biologici. Oltre che per indagini 
ematologiche routinarie ADVIA 120 e 2120 sono state utilizzate per valutare 
differenti fluidi corporei e aspirati midollari riuscendo a fornire delle buone 
informazioni preliminari sulle popolazioni cellulari predominanti [1].  
2.3.2 Cell – Dyn 3500 
Un altro contaglobuli diffuso è il Cell-Dyn 3500 che utilizza sia la tecnologia a 
impedenza per contare gli eritrociti, le piastrine e i leucociti (sfruttando due diversi 
canali per la conta delle piastrine e dei globuli rossi e per quella dei leucociti) sia la 
tecnologia laser. I parametri utilizzabili e affidabili con CellDyn sono inferiori 
rispetto a quelli degli analizzatori ADVIA ma Cell-Dyn 3500 riesce a predire 
l’ontogenesi delle leucemie nel cane e nel gatto.  In questo contaglobuli un volume 
fisso di sangue intero viene diluito con un reagente specifico il quale ha una azione 
protettiva sui WBC mantenendoli integri, eccetto i basofili (a causa della natura dei 
granuli specifici). Le emazie vengono modificate in modo da mantenere intatta solo 
la membrana, mentre l’Hgb diffonde all’esterno della cellula , sostituita dal reagente 
specifico. Il sangue cosi diluito viene iniettato a bassa velocità attraverso un ugello 
nel flusso del reagente specifico in rapido scorrimento. Poiché i due liquidi viaggiano 
a due velocità differenti non si mescolano, instaurandosi cosi un flusso laminare. La 
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quantità di laser che subisce un basso angolo di deviazione (o forward scatter) è 
correlata con le dimensioni delle cellule, mentre la quantità di luce che viene deviata 
con angolo maggiore (o side scatter) è correlata con la loro densità o granulosità. Gli 
strumenti con questa tecnologia sono in grado di effettuare anche la conta dei 
reticolociti aggiungendo un particolare colorante al campione che permette la 
marcatura di questo tipo di cellule eritrocitarie. I grafici elaborati da questi 
analizzatori sono molto utili per identificare popolazioni cellulari anomale, 
spostamenti a sinistra delle classi leucocitarie ed anemie rigenerative. Alcune specie, 
come il gatto, hanno però eosinofili perossidasi negativi e quindi gli eosinofili e i 
neutrofili non possono essere differenziati con questo metodo ma sono differenziati 
con quello per i reticolociti [1,15,16,30].  
2.3.3 LaserCyte ® 
L’analizzatore ematologico Lasercyte® (IDEXX) è un contaglobuli laser ad uso 
veterinario che fornisce 24 parametri ematologici incluso la conta leucocitaria 
differenziale e quella reticolocitaria, entrambe riportate in valore assoluto e relativo, 
in circa 10 minuti di esecuzione. Il Lasercyte® utilizza 95 µl di sangue con 
anticoagulante raccolto nelle provette VetCollect™, che è mescolato con una 
soluzione speciale contenente Nuovo Blue di Metilene, un reagente che determina 
sfericizzazione degli eritrociti, e qualiBeads®. Il sangue così preparato viene 
indirizzato in una cella di flusso, che determina la disposizione lineare delle cellule 
del sangue in modo tale che possano essere analizzate dal fascio laser in maniera 
sequenziale e cioè prima gli eritrociti, poi le piastrine ed infine i reticolociti. 
Successivamente, dopo aver lisato i globuli rossi il fascio laser analizza i leucociti. 
Quando il fascio laser incontra ogni singola cellula ematica la luce viene rifratta in 
tutte le direzioni. Tali segnali rifratti sono raccolti ad angoli predefiniti, valutando 
cosi la rifrazione assiale, la rifrazione frontale ad angolo alto, la rifrazione frontale ad 
angolo basso e la rifrazione ad angolo retto. Inoltre, viene misurato il tempo 
necessario alle cellule per attraversare il fascio laser. Le informazioni raccolte da 
ciascuna rifrazione vengono utilizzate per preparare cinque istogrammi sia per gli 
eritrociti sia per i leucociti. Infine, vengono creati dei diaframmi a dispersione laser 
(Dot Plots) che rappresentano il diagramma di rifrazione dell’assorbimento della luce 
contro la granularità di ciascuna cellula analizzata. Grazie a queste informazioni il 
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Lasercyte® analizza le differenti caratteristiche di ogni singola cellula come la taglia, 
la struttura nucleare, il rapporto nucleo-citoplasma, la densità, la complessità e la 
granularità.  
In conclusione il Lasercyte® fornisce misure dirette per differenti parametri quali: 
numero di eritrociti, volume corpuscolare medio, numero di reticolociti, numero di 
leucociti, neutrofili, monociti, linfociti, basofili, eosinofili, numero delle piastrine e 
volume piastrinico medio. Diversamente, altri parametri quali l’ematocrito, 
l’emoglobina corpuscolare media, la concentrazione emoglobinica corpuscolare 
media, l’indice di distribuzione dei volumi eritrocitari, la percentuale di reticolociti, 
neutrofili, monociti, linfociti, basofili, eosinofili, il piastrinocrito e l’indice di 
distribuzione dei volumi piastrinici vengono calcolate dalle misurazioni dirette. Il 
Lasercyte® misura direttamente l’emoglobina spettrofotometricamente, grazie 
all’aiuto di quattro led. Il Lasercyte® ha 33 differenti “codici di allarme” che 
appaiono nella scheda dei risultati se sono stati rilevati problemi durante l’esecuzione 
della conta cellulare del campione: detti codici invalidano una o più misure ottenute, 
inoltre stimolano l’operatore a svolgere ulteriori indagini per cercare di capire il 
problema presentatosi, che può essere unicamente tecnico oppure relativo alla 
patologia del paziente [15]. 
2.3.4 Procyte® 
Il Procyte® è un contaglobuli innovativo in grado di analizzare sangue canino, 
felino, bovino, equino e di furetto, fornendo ventiquattro parametri in circa due 
minuti. Quest’analizzatore impiega contemporaneamente più tecniche: la citometria a 
flusso laser, la fluorescenza, l’impedenza e si avvale del metodo SLS-emoglobina. 
L’impedenza è il metodo più veloce per analizzare le dimensioni, il numero dei 
globuli rossi e delle piastrine. La conversione dell'emoglobina con il metodo SLS è 
veloce, non utilizza sostanze tossiche come altri metodi ed è quindi più adeguata per 
l'automazione. Con la citometria a flusso laser, il sistema esegue l’analisi dei globuli 
rossi maturi, dei reticolociti, delle piastrine e analizza e classifica le cinque 
popolazioni leucocitarie. Fornisce informazioni sulla dimensione, la complessità, i 
contenuti e la struttura all'interno di ogni cellula imitando molto bene la valutazione 
che un microscopista allenato compie su uno striscio di sangue. Con la fluorescenza 
ottica, il colorante si lega agli acidi nucleici dei leucociti e dei reticolociti che sono 
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poi eccitati dalla luce laser rossa. Le fluorescenze emesse sono catturate dalla 
lunghezza d'onda più alta proveniente dalla normale luce laterale diffusa utilizzando 
uno specchio dicroico. Questa tecnica è ottimale per la determinazione dei 
reticolociti e ha una maggior sensibilità per la differenziazione delle cellule bianche 
del sangue [14].   
Grazie ad una release del Software effettuata nel 2012, è stato aggiunto un algoritmo 
logico per identificare i probabili eritrociti nucleati (nRBC) presenti durante l’analisi 
dei leucociti cercando, attraverso un bilanciamento, di ridurre al minimo i falsi 
negativi ed i falsi positivi che invaliderebbero la segnalazione. Nel referto appare 
l’avviso “presenza sospetta di nRBC”, rafforzata da un asterisco (*) come parametro 
addizionale in una apposita sezione per i flags (allerta). Questo aggiornamento 
riguarda solamente campioni del cane e del gatto.     
Oltre agli eritrociti nucleati, un algoritmo simile si pone come obiettivo di 
identificare i segni di left shift attraverso la “presenza sospetta di neutrofili in 
banda”, cercando anche in questo caso di minimizzare i falsi positivi ed i falsi 
negativi: l’algoritmo è in grado di rilevare i cambiamenti del cluster dei neutrofili 
indicativi di cellule immature, ma quando i leucociti scendono sotto le 500 cellule su 
microlitro, il flag indicante il left shift non viene attivato. Nell’apposita sezione per i 
flag, il contaglobuli è in grado di segnalare anche una potenziale presenza di 
aggregati piastrinici, oltre ad una anormale distribuzione globuli bianchi [4,5].  
 
I risultati del CBC vengono visualizzati anche sotto forma di Dot Plots permettendo 
una rapida interpretazione dei risultati: ogni punto nel grafico rappresenta una 
singola cellula. Diversi elementi cellulari del sangue appaiono quindi come nuvole di 
punti distinti, e quando la definizione della nube è diminuita o intensificata, questo 
indica variabilità all'interno di quella particolare popolazione cellulare, che potrebbe 
indicare un'anomalia. Quanto più grave è l'anormalità, maggiore sarà la variazione 
dal normale. Ad esempio se le nuvole di punti sono più dense, un aumento della 
conta per quella particolare cellula probabilmente sarà evidente anche nello striscio 
ematico.  
Il Procyte® rapporta la taglia con la fluorescenza delle cellule e classifica in un 
grafico le seguenti popolazioni: 
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• GLOBULI ROSSI 
• PIASTRINE A causa delle loro dimensioni più piccole, passano meno tempo 
davanti al raggio laser, assorbono meno luce, e quindi cadono più vicino alla 
parte inferiore sull'asse y. 
• RETICOLOCITI I reticolociti sono più grandi di molti globuli rossi e più 
granulari a causa del RNA. Queste cellule assorbono più colorante ed 
emettono più fluorescenza. Si trovano a destra della popolazione di RBC 
• RBC FRAMMENTI Sono globuli rossi fragili si frammentano per l’utilizzo 
dei reagenti. Le particelle hanno una dimensione simile alle piastrine, ma 
rifrangono la luce in modo diverso e quindi si trovano a sinistra della 
popolazione piastrinica. 
• GLOBULI BIANCHI Occasionalmente una piccola quantità di globuli 
bianchi può essere visualizzati sul grafico dei globuli rossi. Queste cellule si 
visualizzano perché assorbono il colorante per i reticolociti, ma sono molto 
più fluorescenti di questi ultimi. 
In un altro grafico fornito dal Procyte la fluorescenza è rapportata con la granularità e 
sono distinte le diverse classi leucocitarie: 
• NEUTROFILI Il contenuto di acido nucleico dei neutrofili è minore rispetto 
agli altri leucociti ma sono più complessi rispetto alle cellule mononucleate. 
Hanno quindi minor fluorescenza ma maggiore granularità rispetto a linfociti 
e monociti. 
• LINFOCITI Normalmente sono le cellule leucocitarie più piccole e meno 
complesse, ma hanno un’alta concentrazione di nucleo rispetto al citoplasma. 
Queste cellule emettono molta fluorescenza ma sempre inferiore rispetto a 
quella dei monociti. 
• MONOCITI Queste cellule emettono la maggior fluorescenza e hanno 
granulosità poco superiore rispetto ai linfociti e minore rispetto ai neutrofili. 
• EOSINOFILI Esistono molte differenze nelle dimensioni e nella granularità 
tra le specie animali. Normalmente gli eosinofili canini appaiono come 
un’unica nuvola di punti a destra dei neutrofili. Nel gatto gli eosinofili hanno 
quasi la più alta fluorescenza e granularità rispetto alle altre cellule. 
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• BASOFILI Hanno maggior fluorescenza rispetto ai neutrofili e danno 
maggior dispersione. Nei campioni appartenenti alla specie canina, appaiono 
appena sopra i neutrofili per la fluorescenza, e alla destra dei linfociti per la 
granulosità. Nei felini i basofili compaiono sotto gli eosinofili per la 
fluorescenza e alla destra dei linfociti per la granulosità. 
• nRBC Questa popolazione è costituita da eritrociti non lisati. I globuli rossi  
sono privi di nucleo, hanno quindi bassa fluorescenza e cadono sempre nella 
porzione più bassa del grafico dei globuli bianchi [14]. 
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3 LO STRISCIO EMATICO 
L’esame di uno striscio di sangue, ben preparato, da parte di un osservatore con 
appropriate conoscenze, fornisce molte informazioni e completa il CBC con la 
componente morfologica essenziale per l’interpretazione numerica. La sua analisi 
costituisce un passo fondamentale per la valutazione della salute generale del 
paziente poiché consente di controllare l’accuratezza della conta cellulare, produrre 
una conta leucocitaria differenziale completa e valutare le alterazioni morfologiche 
in eritrociti, leucociti e piastrine. Un’alterata morfologia eritrocitaria può suggerire 
una possibile anemia, la presenza di un potenziale processo metabolico primario, di 
una disfunzione organica specifica o identificare un potenziale agente infettivo; i 
cambiamenti della morfologia leucocitaria possono essere il più precoce rilievo di 
laboratorio suggestivo ad esempio di infiammazione acuta, leucemia o alcune 
condizioni ereditarie. Si può affermare con certezza che il monitoraggio dei 
cambiamenti citologici riscontrati nel sangue periferico consente di valutare la 
risposta del paziente alla terapia, di formulare una prognosi a breve e a lungo termine 
e di impostare un piano terapeutico futuro [15,31,35]. 
3.1 PREPARAZIONE DELLO STRISCIO EMATICO 
Lo striscio di sangue dovrebbe essere preparato subito dopo aver effettuato il 
prelievo, utilizzando vetrini puliti e con banda sabbiata, sulla quale è possibile 
scrivere i dati dell’animale. I campioni si possono preparare sia su vetrini 
portaoggetto sia su vetrini coprioggetto: i primi sono preferiti e possono essere 
colorati anche con coloratrici automatiche. Il metodo che utilizza i vetrini 
coprioggetto fornisce come vantaggio una distribuzione dei leucociti più uniforme e 
minori sollecitazioni per le cellule ematiche fragili quali le cellule grosse o 
neoplastiche presenti nel campione [31,32].  
Tramite la tecnica del vetrino portaoggetto , si depone una piccola quantità di sangue 
(circa 5-10 mcL) al centro verso l’estremità del vetrino adiacente alla sabbiatura. Si 
appoggia un secondo vetrino inclinato di 30°-45° un secondo vetrino coprioggetto 
molato o un vetrino portaoggetti molato. Si tocca la goccia di sangue con il bordo del 
secondo vetrino e si attende che questa per capillarità si stenda su tutto il bordo 
molato del secondo vetrino. Quindi, si fa scorrere il secondo vetrino sul primo in 
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modo uniforme fino a completo esaurimento della goccia, cercando di ottenere uno 
strato sottile di sangue che si forma sul primo vetrino. Occorre quindi far essiccare 
rapidamente il vetrino agitandolo all’aria per qualche secondo permettendo al 
monostrato cellulare di aderire al vetro. Terminata la sequenza operativa, lo striscio 
dovrà essere costituito da una testa, un corpo e una coda [l5].  
3.2 PRINCIPI GENERALI DI COLORAZIONE 
Solitamente gli strisci ematici vengono colorati con una colorazione modificata di 
tipo Romanowsky (post vitale) eseguita manualmente o automaticamente per 
contatto con i tre componenti del kit, che includono un fissativo, un colorante acido 
arancio/rosa (eosina) ed un colorante basico blu (blu di metilene policromato). Le 
colorazioni rapide quali il Diff-Quik, sono vantaggiose perché meno sensibili al pH e 
al tempo di colorazione, nonché meno portate a formare precipitati rispetto alle 
colorazioni di Wright: tuttavia molte di esse sono meno efficaci nell’evidenziare la 
policromasia degli eritrociti immaturi. Un'altra colorazione molto usata è il May 
Grunwald Giemsa (MGG), elettiva per una buona caratterizzazione degli elementi 
cellulari ma piuttosto lunga nella preparazione.   
La policromizzazione è un processo che induce l’ossdidazione e l’alcalinizzazione 
del blu di metilene e comporta la produzione finale i composti colorati noti come 
azuri. Il principio è il seguente:  
• I coloranti basici (basofili) sono attratti e si combinano con le parti acide delle 
cellule come gli acidi nucleici e le nucleoproteine. Il blu di metilene è un 
colorante basico perché il nucleo appare colorato in blu, porpora o violetto; 
• I coloranti acidi si uniscono con le parti basiche delle cellule come il 
citoplasma. L’eosina è il colorante acido ed il citoplasma si colora di rosso, 
rosa od arancio. Possono essere pertanto usati indifferentemente i termini 
eosinofili od acidofili.  
• L’acqua tamponata ad un appropriato pH è indispensabile per una buona 
colorazione differenziale.  
L’intensità del blu e dell’arancio piò essere modificata variando il tempo di contatto 
per trovare la colorazione ottimale. Successivamente gli strisci vengono sciacquati in 
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acqua distillata o meglio tamponata e asciugati all’aria, pronti per essere esaminati 
[15,30].  
Per evidenziare i reticolociti invece si usano colorazioni sopra vitali (Nuovo Blu di 
Metilene NBM) che hanno il vantaggio di evidenziare debolmente il citoplasma, 
colorando fortemente la struttura nucleare e dei nucleoli come materiale basofilo di 
natura RNA o DNA presente negli eritrociti maturi non nucleati: questi residui 
appaiono come reticoli o punteggiature. Il preparato ha una conservazione limitata 
nel tempo [15]. 
3.3 OSSERVAZIONE DELLO STRISCIO EMATICO 
Come prima operazione occorre esaminare lo striscio di sangue a piccolo 
ingrandimento (10x o 20x) per osservare la distribuzione cellulare e scegliere una 
porzione tra il corpo e la coda, dove i globuli rossi non siano sovrapposti gli uni sugli 
altri e si toccano per circa il 50% tra loro. A questo ingrandimento è possibile 
eseguire l’accertamento per la presenza di aggregati piastrinici presenti in genere 
nella parte terminale dello striscio. A questo punto si posiziona l’obiettivo ad 
immersione (100x) per completare l’esame valutando la morfologia eritrocitaria, 
piastrinica e leucocitaria ed effettuando la conta leucocitaria differenziale [15,16]. 
3.3.1 Morfologia eritrocitaria e valutazione piastrinica 
 L’esame degli eritrociti si basa sull’osservazione del loro colore, dimensione e 
forma, nonché sull’eventuale presenza di inclusioni. Gli eritrociti dei piccoli animali 
sono privi di nucleo e hanno colorazione rosata, con un’area pallida centrale più 
marcata nel cane che rispetto al gatto. Oltre alle alterazioni morfologiche, sul referto 
vengono riportate alterazioni quali l’anisocitosi, policromasia, poichilocitosi, 
sferocitosi, presenza di corpi di H. Jolly.   
Gli eritrociti nucleati (NRBC) vanno contati separatamente e usati per correggere il 
conteggio leucocitario totale [15,30]. 
Per quanto riguarda i trombociti, risulta fondamentale validarne la stima che può 
risultare adeguata, diminuita o aumentata in base al giudizio dell’operatore.  
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Degna di attenzione è la presenza di piastrine nucleate, piastrine attivate, aggregati 
piastrinici e macro-piastrine.  
3.3.2 Conteggio leucocitario differenziale 
Il conteggio leucocitario differenziale è eseguito enumerando e classificando almeno 
100 leucociti e infatti i valori di queste cellule sono espressi in percentuale. In caso di 
valori totali alterati o di distribuzione anormale è necessario e consigliabile contarne 
di più (200-300).   
Nella coda dello striscio si vanno ad addensare maggiormente le cellule con volume 
più grande. La parte centrale del vetrino strisciato generalmente è povera di leucociti 
a causa della marginazione degli stessi: i neutrofili tendono ad essere più abbondanti 
lungo i margini dello striscio, mentre i linfociti sono presenti a poca distanza dal 
margine. Gli eosinofili e i monociti sono distribuiti in tutto il vetrino. Questi ultimi 
sullo striscio ematico appaiono come cellule molto grandi e talora con bordo 
citoplasmatico irregolare, ma questi fenomeni sono indotti dal particolare trofismo 
per il vetro di queste cellule.  E’ quindi consigliabile eseguire la lettura lungo i margini 
del corpo del vetrino con il metodo della battaglia navale.  
Dopo aver completato la conta, si calcola la percentuale di ogni frazione cellulare 
presente e si moltiplica per il numero totale dei leucociti così da ottenere il valore 
assoluto dei singoli tipi presenti per millilitro di sangue. E’ il numero assoluto di ogni 
tipo cellulare ad essere importante, perché i valori relativi (percentuali) possono 
trarre in inganno se il numero totale di leucociti è alterato. Infatti, se la percentuale di 
un tipo cellulare è aumentata, potrebbe dipendere da un incremento di questo tipo 
cellulare o da una diminuzione delle cellule di un altro tipo. Se il numero totale di 
una qualsiasi classe leucocitaria è aumentato, si parla di “ aumento assoluto”; ma se è 
aumentata solo la percentuale, perché gli altri tipi leucocitari sono diminuiti, si parla 
di “aumento relativo”. Il conteggio leucocitario differenziale dovrebbe essere 
valutato insieme al conteggio leucocitario totale per avere sempre il numero assoluto 
di ciascun tipo di leucocita [15,30]. 
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4 ERITROCITI 
4.1 ASPETTI GENERALI 
Scoperti alla fine del XVII secolo nel sangue umano, gli eritrociti (detti anche 
emazie, globuli rossi, rubrociti o discociti) rappresentano la componente cellulare più 
rilevante nel sangue [7]. 
Gli eritrociti del sangue di cane e gatto sono cellule anucleate e prive di autonoma 
capacità di movimento. Essi normalmente sono rotondeggianti, presentano una 
depressione centrale chiara ed una forma biconcava: questa particolare forma ne 
aumenta l’area superficiale facilitando così gli scambi di ossigeno ed anidride 
carbonica. Lo spessore è circa 1,8 µl in tutte le specie mentre. il diametro 
eritrocitario, che può essere misurato direttamente al microscopio mediante 
l’impiego di un oculare micrometrico, è un parametro specie-specifico. Oltre al 
diametro, un parametro eritrocitario importante per la funzione respiratoria e di 
trasporto dei gas da parte del sangue è la superficie. A parità del volume totale la 
superficie è inversamente proporzionale al diametro dei corpuscoli: particelle più 
piccole forniscono complessivamente una superficie maggiore favorendo un più 
rapido scambio gassoso. La principale funzione del globulo rosso è il trasporto 
dell’emoglobina e la protezione di tale molecola dai processi ossidativi; inoltre è 
importante che la cellula mantenga un certo grado di deformabilità che le permette di 
attraversare capillari di diametro inferiore al proprio. 
L’eritrocita è composto principalmente da acqua, circa 64-70% e da un rimanente 
residuo secco. Questo a sua volta è costituito per il 95% da emoglobina e per il 5% 
da lipoproteine di membrana, lipidi, colesterolo, enzimi (come le fosfatasi, la 
colinesterasi, l’anidrasi carbonica ed altri inerenti alla glicolisi) e minerali (potassio, 
sodio, cloro, zolfo, etc.). La composizione ionica e il volume delle cellule sono 
regolate dalla pompa del sodio che scambia K+ eritrocitario con Na+ extracellulare 
con idrolisi di ATP. La membrana dell’eritrocita è permeabile agli ioni cloro e 
bicarbonato e inoltre all’interno dei globuli rossi manca il Ca2+ [ 7,23]. 
4.2 CARATTERISTICHE MATURATIVE 
La maturazione della serie eritroide è caratterizzata dal crescente addensamento della 
cromatina nucleare sino alla picnosi e all’espulsione del nucleo, così come dal nucleo 
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di solito centrale e rotondeggiante, dal passaggio del citoplasma basofilo dei 
pronormoblasti al colore rosso-arancione (acidofilo) degli eritrociti, dall’assenza di 
una granulazione citoplasmatica e dal costante ridimensionamento della cellula: 
•  PRO-NORMOBLASTO (rubriblasto): primo stadio riconoscibile che si 
distingue dagli altri blasti per un nucleo strutturato grossolanamente e un bordo 
citoplasmatico sottile, di colore blu intenso.  
•         NORMOBLASTO  BASOFILO (prorubricita): nucleo con cromatina nucleare 
addensata, minimamente strutturata. Citoplasma azzurrognolo con sfumatura 
rossastra.  
•         NORMOBLASTO  ACIDOFILO (metarubricita): nucleo piccolo, quasi privo 
di struttura, picnotico, nerastro. Citoplasma in prevalenza rosato.  
•         RETICOLOCITO (eritrocita policromatofilo): privo di nucleo ma contenente 
ancora piccoli organi cellulari (ribosomi, poliribosomi, mitocondri) che si possono 
evidenziare solo con la colorazione sopravitale (NBM). Nella colorazione post vitale 
(MGG), il citoplasma è leggermente policromatico (bluastro).  
•         ERITROCITA: stadio finale maturo, privo di nucleo. Non contiene più organi 
cellulari ed è più piccolo di un reticolocito con citoplasma da rosato a rosso-
arancione [15]. 
4.3 ERITROCITI NUCLEATI  
Per eritrociti nucleati solitamente ci si riferisce ai metarubriciti, alcuni possono 
essere rubriciti ma i precursori più giovani sono raramente osservabili nel sangue 
periferico. 
 Come già precisato sono eritrociti immaturi, quindi nucleati (nRBC) che in cane e 
gatto difficilmente si ritrovano in circolo in condizioni fisiologiche. Il loro aumento è 
un reperto comune in corso di anemie rigenerative per liberazione di essi da parte del 
midollo che stimolato dall’eritropoietina rilascia non solo reticolociti ma anche 
nRBC scatenando un’intensa eritropoiesi per sopperire alla richiesta periferica: in 
questo caso si parla di “appropriate rubricytosis”, accompagnata cioè da 
reticolocitosi [25]. 
Tuttavia per verificare l’adeguata risposta midollare si contano sia i reticolociti sia 
gli nRBC: vi è sincronia  nella produzione se il loro rapporto è superiore a 1. I 
nucleati possono superare i reticolociti nelle anemie gravi ed iperacute [24]. 
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Si parla invece di falsa rubricitosi in assenza di reticolocitosi; per esempio 
contemporanea ad un’anemia non rigenerativa o in assenza di anemia. Si verifica 
primariamente quando si ha un difetto nel rilascio di degli eritrociti, un meccanismo 
altamente controllato, da parte del midollo osseo o altri siti di eritropoiesi, ovvero la 
‘fuga’ di nRBC senza l’estrusione nucleare e prima di maturare a reticolociti. 
Disordini o condizioni che causano la falsa rubricitosi sono: 
- Danni necrotici del midollo osseo, infiammazione, endotossiemia, neoplasia 
riguardanti la linea eritrocitaria e non, o ipossia. I nRBC riescono a penetrare nei 
sinusoidi midollari attraverso l’endotelio danneggiato. 
- Ematopoiesi extramidollare (specialmente splenica); questa può permettere il 
rilascio di cellule prima dell’estrusione nucleare. 
- Contrazione splenica; il sangue splenico contiene eritrociti che sono in corso di 
maturazione. 
- Splenectomia: i pochi nRBC che sono normalmente rilasciati dal midollo non sono 
identificati ed eliminati dalla circolazione dalla milza. 
- Avvelenamento da piombo nel cane, forse come risultato di un danno ai sinusoidi 
midollari. 
- Discrasia del midollo osseo nei barboncini con macrocitosi [25]. 
I metarubriciti possono riscontrarsi per rilascio inappropriato anche per altre cause in 
assenza di anemia: la loro presenza può essere la conseguenza di un danno alla 
barriera emato-midollare, somministrazione di farmaci mielotossici quali alcuni 
chemioterapici, setticemie e shock endotossici, carenza di rame, emangiosarcoma, 
sindromi discali, macrocitosi ereditaria, endotossiemia, necrosi midollare, neoplasia 
metastatica del canale midollare, mielofibrosi, FeLV, sindrome mielodisplastica e 
leucemia. Più raramente la metarubricitosi si può evidenziare anche in animali con 
iperadrenocorticismo, malattie cardiovascolari, processi infiammatori e più in 
generale per traumi [27]. 
 
4.4 RETICOLOCITI 
La valutazione dei reticolociti risulta tutt’ora il modo più accurato per verificare 
l’efficacia dell’eritropoiesi. Essi possono essere identificati usando colorazioni 
sopravitali (che colorano cioè cellule vive) come il Nuovo Blu di Metilene, che 
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colorano il materiale midollare costituito da ribosomi aggregati, mitocondri ed altri 
organelli presenti nelle cellule immature. Questo materiale reticolare viene 
progressivamente perso man mano che la cellula matura, difatti è consigliabile 
effettuare le conte reticolocitarie su campioni molto freschi prelevati da non più di 6 
ore.   
Nel cane tutti i reticolociti vengono definiti “aggregati”, in quanto, oltre ad essere più 
grandi degli eritrociti maturi, contengono grossi aggregati ribosomiali. Nel gatto ci 
sono due tipi di reticolociti: oltre agli aggregati possono essere presenti anche i 
reticolociti “puntati”, che sono forme più mature rispetto a quelli aggregati, sono di 
dimensioni simili agli eritrociti maturi e contengono da due a sei piccole 
punteggiature costituite da residui di RNA. Differenziare però aggregati e puntati 
nella valutazione non è sempre semplice [29].    
Per effettuare la conta reticolocitaria devono essere valutati almeno 300, meglio 1000 
eritrociti (includendo sia i maturi che i reticolociti) e su questa popolazione si calcola 
la percentuale di reticolociti.  La conta reticolocitaria assoluta si calcola 
moltiplicando la percentuale reticolocitaria con la conta eritrocitaria; essa varia 
quindi con la gravità dell’anemia. In alternativa viene calcolata la percentuale 
reticolocitaria corretta (CRP, “Corrected Reticulocyte Percentage”) e l’RI (“Indice di 
produzione e reticolocitaria”): sono indicatori facilmente disponibili che si basano 
sull’ematocrito. La CRP viene adattata al grado di anemia, mentre l’RI viene 
ulteriormente tarato in base alla durata della vita di un reticolocita canino nel sangue 
periferico; l’utilizzo di questo ultimo parametro infatti è sconsigliato nella specie 
felina [34].      
Nelle forme di anemia rigenerativa, in assenza di patologia midollare, la risposta 
reticolocitaria dovrebbe essere proporzionale al grado di anemia; solitamente la 
reticolocitosi è più marcata nelle forme emolitiche ed in quelle post-emorragiche 
acute. La conta reticolocitaria deve essere quindi interpretata in funzione del grado di 
anemia: è sempre preferibile utilizzare la conta reticolocitaria assoluta, che non viene 
influenzata dalla variazione del numero di eritrociti, come invece accade per la 
percentuale reticolocitaria [29].        
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4.5  ASPETTI DI MORFOLOGIA ERITROCITARIA 
Sono di seguito riportate le alterazioni eritrocitarie che si riscontrano più 
comunemente nella quotidiana pratica clinica. Esse riguardano alterazioni di 
distribuzione e volume quali:  
- Agglutinazione: è il prodotto della reazione antigene-anticorpo fra gli 
eritrociti con aggregazione o raggruppamento in clusters simili a grappoli 
d’uva, diversa dalla disposizione allineata assunta nei rouleaux. 
- Anisocitosi: variazione nel volume degli RBC, la sua presenza evidenzia la 
presenza di RBC a diverso stadio di maturazione o emivita.  
Alterazioni degne di nota riguardano le anomalie eritrocitarie di colore, quali: 
- Ipocromasia: è la diminuzione significativa nella densità del colore 
caratteristico dell’Hgb, spesso causata da interferenze metaboliche o tossiche 
o data da deficit di ferro, rame, vit. B6 e vit. B12. 
- Policromasia: RBC con debole tinteggiatura bluastra dovuta alla mescolanza 
dell’Hgb con il citoplasma eritrocitario basofilo, distinguibile con la 
colorazione di tipo Romanowsky. È un segno di aumentata produzione 
eritrocitaria e dell’aumento di giovani RBC.  
La poichilocitosi invece consiste nella presenza di evidenti variazioni di forma in un 
numero significativo (in genere 10% o più) di eritrociti periferici. La normale 
configurazione eritrocitaria tipica del cane è il discocita, mentre nel gatto il pallore 
centrale è meno evidente. Questa conformazione aumenta la superficie di contatto 
dei RBC e consente di sopportare le deformazioni che l’RBC incontra nella 
circolazione [15,31].        
I poichilociti possono rappresentare artefatti o cellule patologiche ed esistono termini 
specifici per indicare determinati cambiamenti morfologici: 
- Acantocita: globulo rosso con membrana spiculata (2-20 proiezioni), si 
formano quando le membrane eritrocitarie contengono un eccesso di 
colesterolo rispetto alla quantità di fosfolipidi, ad esempio nel caso di 
ipercolesterolemia o anomala composizione delle lipoproteine plasmatiche.    
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- Cheratocita: RBC a corna o con protuberanze, spesso compare in corso di 
anemia da deficit di ferro.  
- Codocita: sullo striscio ematico prende la forma di una cellula a bersaglio, se 
associata a policromasia indica un’intensa eritropoiesi altrimenti è indice di 
epatopatia o deficit di ferro.  
- Dacriocita: eritrocita a forma di goccia, compare per disordini 
mieloproliferativi o ipersplenismo.  
- Eccentrocita: RBC dove l’Hgb si è spostata da parte lasciando un area visibile 
senza il tipico colore rossastro, è indice di gravi processi ossidativi di 
membrana che accompagnano le anemie emolitiche da farmaci o tossici. 
- Macrocita: è un eritrocita con volume più elevato, reperto normale nel 
barboncino. Il reticolocita implementa questa caratteristica, ed è indice di 
reattività midollare; compare anche in disordini mieloproliferativi e nella 
deficienza di vit B12 e/o acido folico.  
- Microcita: RBC più piccolo del normale, spesso osservato nelle anemie da 
deficit di ferro dove spesso coesiste con l’ipocromasia. Reperto riscontrabile 
anche in anemie croniche e shunt portosistemico.  
- Sferocita: RBC sferoide di diametro diminuito in rapporto al volume, ha 
l’aspetto ipercromico. Questa conformazione è causata dall’asportazione di 
parte della membrana dell’RBC per azione macrofagica in corso di anemia 
emolitica immunomediata.  
Non meno importanti sono le inclusioni eritrocitarie non parassitarie:  
- Corpo di Howell Jolly: rappresenta un residuo nucleare di DNA nel giovane 
eritrocita. Nel gatto vengono tollerati se sotto la soglia dell’1%, nel cane 
invece sono indice di aumentata eritropoiesi (anemia rigenerativa) o 
ipofunzionalità splenica.  
- Corpi di Heinz: o corpi rifrangenti eritrocitari, sono costituiti da masse di Hgb 
denaturata. Fisiologici nel gatto, nel cane compaiono in corso di anemie 
emolitiche da farmaci (fenotiazine e derivati) o da tossici (cipolla o naftalina). 
- Punteggiature Basofile: RBC con diffusi fini granuli basofili di colore blu 
osservabili con colorazione di Romanowsky. Questi granuli rappresentano 
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aggregati anormali di frazioni di RNA alterato. Queste punteggiature si 
riscontrano in molti tipi di anemie ed avvelenamenti da metalli pesanti [15]. 
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5 LEUCOCITI 
5.1 ASPETTI GENERALI 
I leucociti (globuli bianchi o WBC) sono cellule nucleate presenti nel sangue in 
numero nettamente inferiore agli eritrociti: di norma il rapporto globuli 
bianchi/globuli rossi è circa 1:1000, con valori variabili in base alle specie.   
I leucociti possono essere raggruppati in due grandi categorie:  
- GRANULOCITI POLIMORFONUCLEATI: cellule con nucleo polilobato e 
granulazioni citoplasmatiche che in base alla loro affinità tintoriale ne 
permettono la suddivisione in granulociti neutrofili, granulociti eosinofili e 
granulociti basofili.  
- AGRANULOCITI O MONONUCLEATI: cellule con nucleo unico e 
citoplasma privo di granulazioni specifiche. Vengono distinti in linfociti e 
monociti. [7]  
Al contrario degli eritrociti, i leucociti non trascorrono la loro vita nel sangue, ma 
possono abbandonare il circolo in qualunque momento in risposta a stimoli 
chemiotattici [18].  
I leucociti sono fondamentali per le difese dell’ospite e per l’iniziazione e il controllo 
dell’immunità. I neutrofili, i macrofagi e le cellule Natural Killer (NK) forniscono la 
risposta immunitaria innata, che è la prima linea di difesa contro l’invasione di un 
patogeno e non richiede memoria immunitaria. Le cellule linfoidi, invece, regolano 
la risposta immunitaria adattativa o acquisita, attivata dalla flogosi indotta da 
qualsiasi patogeno che riesca a superare le difese innate. La risposta immunitaria 
acquisita sviluppa una memoria immunitaria. Oltre ad essere le cellule effettrici (cioè 
esercitano direttamente delle funzioni), i leucociti giocano un ruolo di regolazione 
importante sia nell’ematopoiesi sia nella funzionalità immunitaria. Inoltre, sebbene 
generalmente la loro funzione sia protettiva o di supporto dei tessuti dell’ospite, sono 
anche responsabili dei danni che caratterizzano le malattie allergiche o 
immunomediate [2].  
Le risposte leucocitarie sono valutate in base ai dati che compongono il 
leucogramma, quali la conta leucocitaria totale e differenziale, il numero assoluto di 
leucociti specifici per microlitro di sangue e l’esame della morfologia leucocitaria su 
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uno striscio ematico colorato con colorazione di tipo Romanowsky. Attraverso il 
leucogramma si tiene sotto controllo lo stato di salute di un paziente, si costruisce 
una diagnosi differenziale, si valuta la risposta a un trattamento o si suggerisce una 
prognosi. [35]  
5.2 GRANULOCITI NEUTROFILI 
I neutrofili sono cellule relativamente voluminose (circa 2 volte il diametro di un 
eritrocita) con nucleo allungato e suddiviso da invaginazioni della membrana 
nucleare in molteplici lobuli. La cromatina è organizzata in densi ammassi di 
eterocromatina di colore variabile da viola scuro a nero, separarti da sottili zone di 
eucromatina meno condensata. Il citoplasma è trasparente, debolmente eosinofilo o 
nettamente basofilo, con tessitura finemente granulosa. I granuli neutrofilici con le 
normali colorazioni tipo Romanowsky non si colorano o sono riconoscibili come 
punteggiature debolmente eosinofiliche sullo sfondo pallido del citoplasma. Il nucleo si 
colora di rosso porpora e i nucleoli sono raramente visibili. I corpi di Barr sono 
protusioni nucleari (corrispondenti a residui del cromosoma X) spesso presenti nelle 
femmine di cane e più raramente nelle gatte ma prive di significato patologico 
[15,18,29,31].  
La principale funzione dei granulociti neutrofili è la difesa dell’organismo, 
soprattutto da agenti di origine batterica, e si esplica grazie ad alcune proprietà 
caratteristiche quali la mobilità, la chemiotassi, la fagocitosi e la digestione delle 
sostanze fagocitate. Il neutrofilo è una cellula dotata di movimenti ameboidi e capace 
di notevoli deformazioni che le permettono di fuoriuscire dai vasi per diapedesi. La 
velocità e l’entità della migrazione variano in relazione al danno tissutale e allo stato 
fisiologico del soggetto: stimoli chemiotattici provocati da svariate sostanze quali 
prodotti liberati da tessuti lesi o da batteri sono la causa di tale migrazione. Il 
materiale estraneo viene fagocitato e quindi digerito dalla cellula ad opera del 
corredo enzimatico (fosfatasi acide, RNAasi, DNAasi, lipasi, esterasi e diverse 
proteine antibatteriche) proprio dei granuli citoplasmatici con conseguente 
degranulazione e successiva reazione suppurativa [7,15].    
Come gli altri granulociti, anche i Neutrofili vengono prodotti nel midollo osseo a 
partire dalla cellula staminale totiopotente. Essi sono presenti nell’organismo in tre 
diversi comparti: il pool midollare, quello ematico e quello tissutale. Il pool 
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midollare comprende: cellule in divisione (pool mitotico), in maturazione (pool 
maturativo) e un comparto di deposito composto da elementi maturi, che, nei soggetti 
sani soddisfa le esigenze dell’organismo per 5-7 giorni. Solo quando la richiesta dei 
neutrofili è elevata questo compartimento è depauperato, sono rilasciati in circolo 
neutrofili immaturi provenienti dal pool maturativo. In circolo invece sono presenti 
un pool circolante e uno marginale comprendente cellule adese all’endotelio dei 
piccoli vasi o che si muovono lungo i vasi stessi mediante movimenti di rotolamento 
[15,18,30]. L’adesione dei neutrofili alle cellule endoteliali è temporanea e in 
relazione agli stimoli di citochine infiammatorie (ad es IL-1 e TNF sintetizzate dai 
macrofagi) che stimolano le cellule endoteliali alla produzione e all’espressione sulla 
loro superficie di molecole d’adesione (selectine) che mediano l’adesione e il 
“rotolamento” ovvero l’espressione di integrine di membrana ad alta affinità espresse 
dai neutrofili che si legano ai recettori delle cellule endoteliali. I movimenti dei 
neutrofili verso i tessuti non sono condizionati dal loro stadio di maturazione e queste 
cellule non sono capaci di ritornare nel sangue: una volta lasciato il vaso migrano 
verso tessuti e poi verso secrezioni (ad es. intestino e polmone) dell’organismo dove 
svolgono funzione protettiva o vanno incontro a lisi tissutale [15].  
I prelievi di sangue campionano unicamente le cellule presenti nel pool circolante, 
pertanto spostamenti di cellule tra questo e il pool marginale possono influenzare il 
numero di cellule. L’emivita dei neutrofili circolanti nel cane e nel gatto, è di circa 6-
12 ore e il numero delle cellule presenti in circolo può variare rapidamente in 
condizioni patologiche; inoltre anche negli animali sani, la popolazione di neutrofili 
è interamente rimpiazzata da 1a 2,5 volte il giorno. In condizioni normali non vi è un 
comparto tissutale di neutrofili, mentre in condizioni patologiche si possono 
accumulare a livello tissutale grandi quantità. I neutrofili nei tessuti sopravvivono 
solo 1-4 giorni e anche meno in corso di patologie [15,18,30]. 
5.2.1 Neutrofilia 
Una neutrofilia può comparire per aumento della produzione e/o rilascio di neutrofili 
dal midollo osseo, per diminuzione del passaggio dei neutrofili dal sangue ai tessuti, 
oppure per un consistente spostamento dei neutrofili dal comparto marginale a quello 
circolante.  Quest’ultimo caso avviene per rilascio di adrenalina in situazioni di 
pericolo: la scarica adrenalinica viene ritenuta responsabile della leucocitosi  perché 
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numero di cellule generalmente non supera il doppio del valore normale e non è 
presente una left shift. A seguito dello stimolo adrenalinico Il leucogramma dovrebbe 
tornare normale dopo 30 minuti successivi alla rimozione dello stimolo [18].  
Oltre all’adrenalina vi sono diverse condizioni che causano una neutrofilia:   
- Infiammatoria. Dovuta a patologie sia generalizzate sia  localizzate causate a 
infezioni (batteriche, fungine, virali o protozoarie), anemia emolitica 
immunomediata e necrosi.   
- Associata a glucocorticoidi. Questi ormoni mobilizzano i neutrofili marginali 
aumentando così i circolanti, contemporaneamente riducono la loro diapedesi 
prolungandone l’emivita, aumentano la produzione ed il rilascio di neutrofili 
dal midollo osseo fino alla possibile comparsa in circolo di forme “banda”.  
-   Neoplasie che coinvolgono la serie granulocitaria nel midollo (leucemia 
granulocitica o mieloide) o che producono sostanze stimolanti questo 
compartimento midollare (neutrofilia paraneoplastica).  
- Altre condizioni quali la deficienza di adesione dei neutrofili (nel cane Setter 
irlandese), intossicazione da estrogeni e somministrazione di filgrastim [15]. 
Se nel sangue è presente un aumento del numero assoluto di neutrofili immaturi, 
questo fenomeno viene definito come una left shift e generalmente è associato alla 
presenza di processi infiammatori che sono di origine infettiva, anche se talvolta 
hanno eziologia diversa (ad esempio disordini immuno-mediati e patologie 
infiltrative del midollo). La presenza di una left shift significativa indica che la 
richiesta di neutrofili dal midollo osseo supera la quantità che può essere fornita con 
la liberazione dei soli neutrofili maturi immagazzinati. Il termine left shift 
rigenerativa viene utilizzato quando è presente neutrofilia con left shift e 
predominanza di neutrofili maturi, mentre una left shift degenerativa indica che il 
numero di neutrofili immaturi supera quello dei maturi e la quantità totale dei 
neutrofili è normale o ridotta [18]. 
Al contrario la right shift (o ipersegmentazione) si riferisce a cinque o più lobature 
ben distinte che caratterizzano il nucleo dei neutrofili. Detto fenomeno corrisponde 
ad un processo di invecchiamento cellulare ed indica un prolungamento del periodo 
trascorso in circolo, come accade in caso di infiammazioni croniche in corso di 
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risoluzione, dopo somministrazione di glucocorticoidi o nell’iperadrenocorticismo. 
La right shift può comparire anche in vitro quando uno striscio viene preparato dopo 
alcune ore dal prelievo di sangue [2,18]. 
5.2.2 Neutrofili in banda 
I neutrofili in banda sono di dimensioni simili alle cellule mature, ma presentano un 
nucleo poco indentato (generalmente con indentature profonde meno del 50% della 
sua larghezza) o a forma di U con braccia quasi parallele. Tuttora si discute molto su 
quanto profonda possa essere l’indentatura nucleare, prima di considerare il 
neutrofilo come maturo, e questo può generare differenti intervalli di riferimento per 
i banda nei soggetti normali. Il nucleo delle cellule non segmentate si colora in 
genere meno intensamente rispetto a quello dei neutrofili maturi, in quanto la 
cromatina è meno condensata.   
Un aumento del numero dei banda indica un’attiva risposta flogistica, che può essere 
causata da infezioni, malattie immuno-mediate, danno o necrosi tissutale o neoplasie: 
i neutrofili in banda non vanno quindi mai considerati patognomonici d’infezioni 
batteriche. Non esiste un numero di banda universalmente accettato come indicativo 
di significativo left shift, anche se spesso è utilizzato un limite di 1x10^9/l. Se la 
patologia si protrae o è particolarmente grave possono comparire in circolo 
metamielociti o anche elementi più immaturi [2,15,18,34]. È da notare che qualsiasi 
stadio cellulare più immaturo del metamielocita è incapace di fagocitosi [15].La 
stadiazione precisa dei granulociti immaturi può essere resa difficoltosa dallo 
sviluppo cellulare asincrono che si ha nelle risposte infiammatorie particolarmente 
intense. Ciò si riconosce spesso in un ritardo dei cambiamenti della forma nucleare, 
correlato al grado di addensamento cromatinico e sviluppo citoplasmatico. In circolo, 
oltre ai neutrofili in banda, si possono quindi trovare:  
- METAMIELOCITI hanno nuclei reniformi o a clessidra larga con ammassi 
di eterocromatina in minor numero, più piccoli e più distanziati tra loro 
rispetto ai nuclei dei neutrofili a banda e segmentati. Il citoplasma dei 
metamielociti neutrofili varia da debolmente rosa a variamente basofilo, sul 
grado d’immaturità e alle alterazioni tossiche. Sono presenti granuli 
citoplasmatici specifici del tipo cellulare che sono molto meno evidenti nei 
metamielociti eosinofili e basofili. 
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- MIELOCITI hanno nucleo variabile da rotondo a ovale, leggermente 
eccentrico, a volte leggermente appiattito da una parte, con cromatina 
grossolana dall’aspetto cordoniforme che separa pochi e piccoli ammassi 
cromatinici. Sono più grossi e con rapporto nucleo/citoplasma notevolmente 
più alto rispetto ai neutrofili maturi. Il citoplasma è leggermente basofilo e 
contiene granuli specifici del tipo cellulare [31]. 
L’iposegmentazione neutrofilica compare anche in animali con anomalia di Pelger-
huët in cui i banda vengono rilasciati in circolo in assenza left shift rigenerativo per 
insulto infiammatorio [2].  
5.2.3 Neutropenia 
La neutropenia è la riduzione numerica di neutrofili e può essere causata da:    
- Infiammazione. Si ha ridotta sopravvivenza dei neutrofili maturi per 
eccessiva distruzione, utilizzazione o endotossiemia. Inoltre è possibile il 
sequestro dei neutrofili nel letto capillare nello shock endotossico, settico o 
anafilattico. 
- Aumentata distruzione periferica. Da meccanismi immunomediati o in corso 
di sindrome emofagica. 
- Ipoplasia o aplasia granulocitaria. Indotta da infezioni (Parvovirus, FeLV, 
Ehrlichia), neoplasia o tossica da farmaci (cloramfenicolo, estrogeni, 
griseofulvina), necrosi midollare, mielofibrosi. 
- Produzione inefficace. Da neutropenia immunomediata, farmaci ad azione 
citolitica, interferenze metaboliche e idiosincrasia. 
- Emopoiesi ciclica. Disordine ereditario dei Pastori scozzesi grigi che 
coinvolge la cellula staminale totipotente. L’aumento della richiesta è 
comune in corso di gravi infezioni come piometra, peritonite e piotorace [15]. 
5.2.4 Alterazioni da tossicità neutrofilica 
Negli animali domestici il citoplasma dei neutrofili è quasi incolore e se compare un 
aumento della basofilia, dei corpi di Döhle e/o della schiumosità citoplasmatica la 
cellula è definita “tossica”. Le alterazioni tossiche del citoplasma si manifestano in 
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caso di gravi sindromi infiammatorie e tra le cause più frequenti ci sono le massicce 
infezioni batteriche ma sono dovute anche ad alcuni farmaci e tossine [9]. Le 
alterazioni tossiche dei neutrofili comprendono: 
- BASOFILIA E CITOPLASMA SCHIUMOSO La basofilia e la schiumosità 
citoplasmatica compaiono in caso di gravi infezioni batteriche, ma possono 
essere associate anche ad altre cause di tossiemia. Si manifesta con la 
comparsa di numerosi vacuoli vagamente definiti sparsi nel citoplasma, al 
quale conferiscono un aspetto a bolle. Osservate al microscopio elettronico, i 
vacuoli schiumosi corrispondono ad aree trasparenti con aspetto irregolare e 
prive di membrana. La basofilia è dovuta alla concomitante presenza di 
abbondante reticolo endoplasmatico granulare e poliribosomi [10,18]. 
- CORPI DI DöHLE I corpi di Döhle sono inclusioni citoplasmatiche 
azzurrofile marginali e rappresentano aggregati di reticolo endoplasmatico 
granulare che non è stato espulso dalla cellula. Queste inclusioni non 
accompagnate da altre alterazioni cellulari sono un segno di tossicità lieve e, 
talvolta si possono rinvenire anche in soggetti che non manifestano segni di 
malattia [18]. 
- GRANULAZIONI TOSSICHE Il termine “granulazione tossica” indica i 
granuli citoplasmatici di colore fucsia che corrispondono a granuli primari i 
quali hanno mantenuto l’intensità della colorazione normalmente osservabile 
nei promielociti del midollo osseo e, perciò, la loro presenza associata a 
basofilia citoplasmatica nelle cellule circolanti indica una grave tossiemia.  
La granulazione tossica è un rilievo poco frequente che compare in corso di 
granulopoiesi gravemente aberrante [18]. 
5.3 GRANULOCITI EOSINOFILI 
Gli eosinofili, hanno dimensioni leggermente più grandi dei neutrofili e si trovano 
generalmente in numero molto ridotto negli strisci di sangue di cani e gatti sani. I 
nuclei sono meno lobulati rispetto ai neutrofili (spesso divisi in due lobuli distinti) 
con cromatina meno addensata. Il citoplasma è trasparente o leggermente basofilo e 
contiene nitidi granuli rosa, che nel gatto sono piccoli, abbondanti e bastoncellari, 
mentre possono variare ampiamente per numero e dimensioni nel cane. Gli eosinofili 
di quest’ultima specie a volte contengono un unico grosso granulo che può essere 
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scambiato per un’inclusione o un organismo insolito. Gli eosinofili del Levriero sono 
tipici, perché sugli strisci hanno un aspetto vacuolizzato: questa particolarità di razza 
è stata attribuita alle differenti proprietà di colorazione dei granuli specifici. Negli 
strisci sia di cane sia di gatto, in cui in vitro si è avuta rottura degli eosinofili, i 
granuli a volte si spargono liberi sullo sfondo [31,36]. Gli eosinofili attivati si 
trovano a livello tissutale ma talvolta, in pazienti con malattie allergiche e sindrome 
ipereosinofilica, si possono riscontrare in circolo. Quando queste cellule si attivano il 
nucleo, diventa meno denso, ci sono meno granuli e il numero dei corpi lipidici 
aumenta. Gli eosinofili esercitano azione antinfiammatoria perché deattivano 
l’istamina prodotta dalla degranulazione dei mastociti e dei basofili, neutralizzano la 
serotonina e la bradichinina e possiedono molta perossidasi nei loro granuli. 
Degradano la fibrina prodotta nelle reazioni da ipersensibilità dall’essudazione delle 
proteine plasmatiche grazie alla profibrinolisina, sostanza sintetizzata a livello 
midollare dagli eosinofili. Fagocitano e detossificano sostanze estranee e proteine in 
decomposizione. Analogamente ai neutrofili, hanno un comportamento midollare di 
riserva e una breve emivita in circolo. A differenza dei neutrofili però, negli animali 
sani è presente un cospicuo compartimento tissutale di eosinofili. Si concentrano 
principalmente nella pelle, nell’apparato respiratorio e soprattutto nel gastroenterico. 
La conta eosinofilica più corretta è fornita dagli analizzatori automatici che valutano 
la perossidasi. Questo enzima non è rilevato con questo metodo in tutte le specie, 
soprattutto nel gatto, e gli intervalli di riferimento per gli eosinofili variano nelle 
specie animali e nelle diverse regioni geografiche. L’esame dello striscio di sangue 
rimane quindi un metodo utile in queste situazioni[36], ma per effettuare una conta 
precisa si consiglia di contare 500 cellule [2].  
5.3.1 Eosinofilia 
Per eosinofilia si intende un aumento del valore assoluto degli eosinofili circolanti 
oltre il valore di riferimento di ciascuna specie; è piuttosto comune nei piccoli 
animali. Dal momento che gli eosinofili sono a tutti gli effetti cellule tissutali, le 
infiammazioni eosinofiliche locali non sono costantemente accompagnate da 
eosinofilia periferica. Inoltre il grado di eosinofilia è spesso variabile e non è 
indicativo della patologia in atto. Esistono molte potenziali cause di eosinofilia: 
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- Parassitismo. Gli eosinofili sono parassiticidi, regolano l’intensità delle 
reazioni d’ipersensibilità mediate dalle immunoglobuline E (IgE) e possono 
promuovere l’infiammazione e il danno ai tessuti. Uccidono i parassiti 
attaccandovisi e formando un vacuolo digestivo tra l’eosinofilo e il parassita. 
Gli eosinofili rilasciano molecole potenti dai loro granuli, quali la proteina 
basica maggiore e la perossidasi eosinofila, che danneggiano la parete dei 
parassiti o le loro uova. Una risposta eosinofila maggiore si verifica con i 
parassiti interni ai tessuti (microfilaria, strongili e trematodi migranti 
polmonari come il Paragonimus kellicotti). Generalmente gli endoparassiti, 
quali la Giardia, o i platelminti (tenie), che non invadono i tessuti non 
scatenano l’eosinofilia. Alcuni parassiti la provocano solo alla loro morte, 
quando espongono antigeni precedentemente nascosti. La produzione di 
eosinofilia è una risposta immunitaria. La prima esposizione a un parassita 
produce un’eosinofilia modesta, ritardata; la seconda esposizione, tuttavia, 
provoca un’eosinofilia intensa, drammatica.  [34] 
- Malattie di tessuti ricchi di mastociti quali la pelle, polmone, tratto 
gastrointestinale e tratto genitale femminile durante l’estro.  
- Ipoadrenocorticismo 
- Allergie, che interessano pelle (es. allergia da morso da pulce), apparato 
gastroenterico e tratto respiratorio (es. asma felino, patologia dove 
l’infiammazione eosinofilica nei confronti degli allergeni inalati può arrivare a 
danneggiare l’epitelio respiratorio) [15,17,34]. 
- Neoplasie, quali leucemia eosinofilica, mastocitomi e linfoma a immunofenotipo 
T perché questi ultimi tipi di linfociti svolgono un ruolo fondamentale nella 
produzione e maturazione degli eosinofili attraverso la produzione di IL-5 
- Condizioni idiopatiche nel cane (miosite, gastroenterite, panosteite e 
polmonite eosinofilica) e nel gatto (complesso granuloma eosinofilico, 
gastroenterite eosinofilica e sindrome ipereosinofilica). La sindrome 
ipereosinofilica (Hypereosinofilic syndrome o HES) è caratterizzata da 
un’eosinofilia in prevalenza matura, persistente e di elevata entità e da 
infiltrazione eosinofilica di numerosi tessuti. Si arriva alla diagnosi mediante 
esclusione di tutte le cause di eosinofilia secondaria. Nel gatto è difficile, se 
non impossibile, differenziare l’HES della leucemia eosinofilia cronica, 
poiché entrambe sono caratterizzate da iperplasia eosinofilia midollare e 
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infiltrazioni di altri organi. La presenza di atipie morfologiche dei precursori 
e di concomitante anemia solitamente è suggestiva di leucemia eosinofilia 
cronica piuttosto che di HES, ma in entrambi i casi, la prognosi è infausta [2]. 
Nel cane se si riscontra una persistente eosinofilia l’attenzione deve essere posta col 
seguente ordine nella valutazione dei disturbi patologici scatenati:    
1) Dirofilariosi cardiopolmonare o filariosi cutanea 
2) Apparato respiratorio (polmonite eosinofilica, infestioni da strongili) 
3) Apparato digerente (enteriti parassitarie o meno, lesioni del cavo orale 
con granulomi) 
4) Sistema emopoietico, infiammazioni varie ed infezioni [15]. 
5.3.2 Eosinopenia 
L’eosinopenia è la diminuzione assoluta del numero degli eosinofili circolanti, in 
genera ha scarsa rilevanza clinica. Può essere evidenziata: 
- Nello stress sistemico come risposta al rilascio di corticosteroidi endogeni per 
malattie, traumi, intossicazioni e infiammazioni. 
- Nell’iperadrenocorticismo. 
- Dopo 4-8 ore dalla somministrazione di ACTH o corticosteroidi [15,18,36]. 
Se questi ultimi sono somministrati in dose singola e unica, gli eosinofili 
ricompaiono in circolo dopo 24 ore, mentre per dosi ripetute nel tempo, 
occorrono diversi giorni per ritornare nella norma [15]. 
Talora si riscontra falsa eosinopenia in cani adulti di razza Greyhound (i cuccioli 
presentano le tipiche granulazioni eosinofiliche) dovuta alla difficoltà 
nell’identificazione di queste cellule che appaiono vacuolizzate e grigie con granuli 
che non si colorano con l’eosina. In questi cani gli eosinofili possono essere 
scambiati con neutrofili tossici o monociti [15,36].   
5.4 GRANULOCITI BASOFILI 
I basofili sono prodotti nel midollo osseo da cellule staminali indifferenziate dove la 
loro produzione e differenziazione è controllata principalmente da IL-3. Il tempo di 
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transito midollare è minimo 2,5 giorni, l’emivita in circolo è di 6 ore e la 
sopravvivenza nei tessuti è di 2 settimane [15].  Nel sangue periferico di cani e gatti 
sani, i granulociti maturi basofili sono il tipo cellulare di maggiori dimensioni, 
nonché il più raro. I loro nuclei si colorano meno intensamente, hanno meno lobature 
e aspetto più allungato e a nastro rispetto ai nuclei degli altri tipi di granulociti. Il 
citoplasma ha affinità tintoriale variabile da grigio-azzurro a tenuemente porpora e di 
solito contiene granuli. Nel cane i granuli basofilici in genere sono pochi e assumono 
colore blu o metacromatico. Quando i granuli mancano, i basofili sono riconoscibili 
per le loro dimensioni, la morfologia nucleare e la colorazione del citoplasma. I 
basofili del gatto contengono tipici e abbondanti granuli ovali di color lavanda chiaro 
o grigio, sebbene i basofili immaturi possano contenere anche i pochi granuli primari 
viola scuro [31]. Questi granuli sono strutture lisosomiali simili ai granuli dei 
mastociti, e contengono eparina in legame con l’istamina, serotonina e acido 
jaluronico, tutti facilmente rilasciabili per degranulazione. Gli insulti tissutali 
determinano il rilascio di istamina e serotonina che a loro volta innescano la risposta 
infiammatoria causando l’aumentata permeabilità a livello capillare e l’attrazione in 
loco degli eosinofili [15].  
5.4.1 Basofilia 
La basofilia tende a verificarsi nelle stesse situazioni che determinano eosinofilia ed 
è per lo più dovuta a malattie allergiche (farmaci, alimenti, inalanti e punture 
d’insetti) o parassitarie (pulci, dirofilariosi e nematodi gastrointestinali). Inoltre, può 
comparire nella leucemia basofilica, nella mastocitosi diffusa, in alterazioni del 
metabolismo lipidico, nei disordini mieloproliferativi del gatto e nella policitemia.  
La scarsità di queste cellule sugli strisci ematici contribuisce alla mancanza della 
sicurezza nell’identificazione di queste cellule e ancora i contaglobuli automatici 
(ADVIA 2120, Cell Dyn 3500, Sysmex- XT-2000 iV e LaserCyte) non riescono a 
determinare accuratamente i basofili nelle conte differenziali automatiche [2]. 
La basopenia non è un reperto riscontrabile nella comune pratica clinica.  
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5.5 MONOCITI 
Sebbene siano di dimensioni simili ai neutrofili, i monociti appaiono più grandi in 
quanto sullo striscio ematico hanno tropismo per il vetro aderendovi maggiormente. 
Hanno un nucleo di dimensioni variabili (rotondo, ovale, a fagiolo, o a ciambella, bi- 
o multilobulato), con cromatina variabile da finemente puntiforme a cordoniforme, 
con pochi piccoli ammassi isolati di eterocromatina. Il citoplasma è relativamente 
abbondante, di colore blu-grigiastro, di aspetto vitreo, con occasionali granuli fini 
rosa-magenta (più frequenti nel cane rispetto al gatto). Nei campioni di sangue, la 
presenza di vacuolizzazioni intracitoplasmatiche è in genere considerata un artefatto 
che si verifica in vitro ma può anche essere indicativa di aumentata attività 
fagocitaria. Le cellule possono avere margini citoplasmatici piuttosto irregolari e 
appaiono rotonde o lievemente angolate e possono avere piccole proiezioni o 
pseudopodi. Durante l’analisi dello striscio ematico può risultare complesso 
differenziare un neutrofilo in banda tossico da un monocita: i monociti con nuclei a 
forma di banda, di solito, hanno però margini arrotondati a forma di manubrio [2,31].
   
I monociti migrano in genere tardivamente nelle lesioni infiammatorie dove si 
trasformano in macrofagi. Di regola invece osservati negli stadi di guarigione da 
infezioni batteriche, essi funzionano come veri e propri “spazzini” per un’ampia 
varietà di materiale particolato, come pure verso i batteri stessi. Sono dotati di 
speciali sistemi enzimatici tra cui le nucleasi, le proteinasi e le carboidrasi e sono 
ricchi di lipasi. In gravi situazioni patologiche esercitano la fagocitosi anche in 
circolo (ad es. emolisi intravascolare). Infine, interagiscono con i linfociti nelle 
reazioni autoimmuni [15]. 
5.5.1 Monocitosi 
La monocitosi si definisce quando nel sangue si riscontrano valori superiori a 1,35 x 
109/L nel cane e 0,85 x 109/L nel gatto. I corticosteroidi stimolano un aumento dei 
monociti nel cane e nel bovino e occasionalmente nel gatto. La monocitosi si osserva 
durante la guarigione e nelle fasi tardive delle malattie acute, in quelle croniche 
suppurative, nelle patologie che provocano la formazione di detriti tissutali (es. 
anemie emolitiche, essudati ed emorragie cavitarie), nelle risposte infiammatorie 
granulomatose (es. TBC e brucellosi) e nell’involuzione della mammella in asciutta. 
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La monocitopenia non è un rilievo significativo e inoltre i monociti sono distribuiti 
sul vetrino in modo disuniforme e quindi la conta differenziale può essere piuttosto 
imprecisa [15]. 
5.6 LINFOCITI 
I linfociti si distinguono in due popolazioni di cellule fondamentalmente differenti: i 
linfociti T o timo dipendenti, con capacità di iniziare una risposta immune cellulo 
mediata e i linfociti B o borsa equivalenti (derivanti dal midollo), indipendenti 
dall’attività timica, precursori delle plasmacellule, capaci di risposta immune 
umorale con la produzione di anticorpi. La vita dei linfociti è variabile da alcuni anni 
(linfociti a lunga vita, della memoria) a poche ore o giorni (linfociti a breve vita). Al 
contrario dei neutrofili, essi hanno capacità di ricircolare e cioè di migrare nei tessuti 
linfatici dal sistema vasale e viceversa: i linfociti infatti circolano nel sangue per 
circa 2 ore, migrano nelle venule post capillari, entrano nei linfatici e raggiungono i 
tessuti linfatici secondari e periferici (linfonodi, placche di Peyer, milza etc).  
La maggior parte di linfociti ricircolanti sono di tipo T a lunga vita; normalmente vi è 
un numero relativamente costante di linfociti nell’animale, con una diminuzione 
correlata al progredire dell’età, e sono equamente distribuiti nel letto vascolare. 
Similmente ai neutrofili, esistono due compartimenti linfocitari nel sangue periferico 
e cioè quelli circolanti e quelli migranti: in questi pool sono presenti linfociti di 
dimensioni variabili, con predominanza di elementi di piccole dimensioni. I piccoli 
linfociti hanno nuclei intensamente colorati, da rotondi a ovali, a volte leggermente 
indentati e solitamente con grossi e ben definiti ammassi di cromatina. La cromatina 
nucleare può avere aspetto indistinto, specialmente con le colorazioni rapide. Il 
citoplasma moderatamente basofilo dei piccoli linfociti è scarso e i bordi 
citoplasmatici sono parzialmente oscurati dal nucleo, specie nel gatto [15]. 
I linfociti che rispondono a stimoli antigenici sono caratterizzati da aumento delle 
dimensioni cellulari (immunociti): hanno cromatina nucleare meno intensamente 
colorata ma ancora raccolta in ammassi evidenti, il citoplasma più abbondante che 
varia leggermente a moderatamente basofilo. Qualche linfocita presenta alcuni 
granuli citoplasmatici eosinofilici di varie dimensioni, di solito concentrati in 
un’unica zona perinucleare [18,31,34].  
I linfociti prendono il nome di linfoblasti quando nel nucleo compaiono uno o più 
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nucleoli. Talvolta nelle patologie con elevata stimolazione antigenica si possono 
osservare dei linfoblasti, mentre se in una conta differenziale queste cellule sono 
molto numerose si può sospettare una neoplasia. Quando non è possibile determinare 
se i linfociti sono cellule reattive o neoplastiche, talvolta, viene utilizzata la 
definizione di linfociti atipici. La presenza di cellule atipiche in circolo è molto più 
suggestiva di malattie linfoproliferative rispetto a qualsiasi alterazione numerica dei 
linfociti. In corso di patologie linfoproliferative, la presenza di elementi linfoidi 
atipici può riflettere sia un’uscita delle cellule dai tessuti linfoidi neoplastici in 
circolo, sia un coinvolgimento midollare [2,18]. 
5.6.1 Linfocitosi 
Si definisce linfocitosi quando il numero dei linfociti risulta superiore all’intervallo 
di riferimento. La linfocitosi può essere fisiologica, mediata dal rilascio di adrenalina 
(soprattutto nel gatto): il numero totale di linfociti può superare i 20 x 109 /l. I cani ed 
i gatti giovani hanno conte linfocitarie maggiori rispetto all’adulto. Può inoltre essere 
presente una linfocitosi transitoria (15-30 min), dopo la vaccinazione. Una linfocitosi 
persistente non neoplastica in genere indica una forte stimolazione immunitaria da 
infezione cronica, viremia, malattia immunomediata o recente immunizzazione [15]. 
5.6.2 Linfopenia 
Si parla di linfopenia nel cane e nel gatto adulto quando i linfociti sono inferiori a 
1,0-1,5 x 109/l. Può essere dovuta a ridistribuzione tissutale delle cellule circolanti 
per aumentati tassi di corticosteroidi (farmaci, iperadrenocorticismo, stress) a 
linfocitolisi (sostenuta da virus, sepsi, endotossiemia, radiazioni e dall’uso di 
corticosteroidi che riducono le mitosi linfoidi a livello dei linfonodi) e per stravaso 
dei linfociti in corso di chilotorace o linfoangectasia [15].   
La gran parte dei soggetti con linfoma tende a evidenziare linfopenia piuttosto che 
linfocitosi: questo può essere causato sia dallo stress, sia da un blocco del normale 
transito linfocitario, con difficoltà da parte delle cellule di entrare in circolo. I 
farmaci immunosoppressivi riducono il numero di linfociti circolanti. Più raramente 
appaiono linfopenici gli animali con immunodeficienze primarie (nei quali però le 
conte leucocitarie appaiono spesso normali) [2]. 
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6 PIASTRINE 
6.1 ASPETTI GENERALI  
Il terzo elemento figurato del sangue è rappresentato dalle piastrine (PLT) che in 
cane e gatto non sono vere e proprie cellule ma piccoli frammenti di citoplasma dei 
megacariociti, di forma rotondeggiante od ovale con diametro che varia da 1 a 3 µ e 
privi di nucleo: questi sottili dischi citoplasmatici rimangono in circolo per circa 5 
giorni nel cane e 30 ore nel gatto [7,15,34]. I trombociti possiedono un sistema 
canalicolare ben sviluppato in connessione diretta con la membrana esterna e un 
sistema di microtubuli e microfilamenti composti da molteplici proteine contrattili tra 
cui actina, miosina e proteine correlate. I fasci di microtubuli contribuiscono a 
mantenere la forma discoidale nelle piastrine che si trovano in fase di riposo; 
affinché le piastrine possano cambiare forma, produrre pseudopodi, aggregarsi, 
liberare le sostanze e avviare la retrazione del coagulo sono necessarie modificazioni 
nella disposizione dei filamenti di actina e nei rapporti con le proteine correlate.   
I trombociti sono i principali attori dell’emostasi primaria ma risultano importanti 
anche per quella secondaria, in quanto forniscono fattori solubili per la 
stabilizzazione del coagulo: contengono svariati tipi di granuli, compresi i granuli 
alfa, quelli densi e i corpi lisosomiali. All’interno dei granuli alfa si trovano fattori 
adesivi che promuovono l’aggregazione piastrinica e l’adesione al sottoendotelio 
(cioè il vWF, la fibronectina, il fibrinogeno, la trombospondina, la vibronectina, la 
selectina P), fattori che stimolano la guarigione vascolare (fattore di crescita derivato 
dalle piastrine, di crescita trasformante beta, quello piastrinico 3 (PF-3), il peptide 
attivate il tessuto connettivo di tipo III, il chininogeno ad alto peso molecolare) e 
fattori della coagulazione (il fattore V, XI, l’inibitore di tipo I dell’attivatore del 
plasminogeno, la proteina S). I granuli densi contengono nucleotidi e amine, 
compresi l’adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP) il 
guanosindifosfato e trifosfato, il calcio e la serotonina. I corpi lisosomiali contengono 
idrolasi acido-dipendenti solubili che partecipano alla degradazione intracellulare 
delle proteine. Dopo una lesione vascolare, le piastrine con l’aiuto del vWF, 
aderiscono al collagene sottoendoteliale esposto. Ciò porta alla creazione di un tappo 
emostatico temporaneo, definito emostasi primaria. Questa aggregazione piastrinica 
provoca un cambiamento di conformazione che espone la fosfatidilserina 
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precedentemente interiorizzata determinando attivazione piastrinica, rilascio del 
contenuto dei granuli piastrinici, aggregazione di altre piastrine e inizio dell’emostasi 
secondaria con la formazione di una superficie procoagulante di recettori del 
fibrinogeno sul coagulo primario. Il rilascio di ADP dai granuli densi porta alla 
sintesi del trombossano A2, una prostaglandina che provoca l’unione irreversibile 
delle piastrine, una metamorfosi viscosa e vasocostrizione locale [34]. 
Il citoplasma piastrinico, se colorato con soluzioni di tipo Romanowsky, appare blu 
pallido con numerosi e piccoli granuli rosso-porpora. Con le colorazioni al nuovo blu 
di metilene le piastrine assumono un colore uniformemente porpora [18]. 
6.2 LA STIMA PIASTRINICA 
Per la diagnosi accurata di una sospetta anomalia emostatica risulta importante 
raccogliere e trattare i campioni in modo corretto: il prelievo venoso deve essere 
pulito per minimizzare l’introduzione del fattore tissutale (la trombopioetina 
tissutale) che potrebbe attivare in modo falsato sia le piastrine sia i fattori di 
coagulazione. Inoltre la turbolenza, la coagulazione o gli sbalzi termici estremi 
possono invalidare totalmente gli esami emostatici [34]. La conta piastrinica 
effettuata con analizzatori automatici deve essere sempre verificata da una stima 
manuale su striscio ematico e quest’ultimo letto ancora più attentamente se esiste il 
sospetto di trombocitopenia o di disturbi della coagulazione [15,18,31]. Talvolta 
possono verificarsi ammassi di piastrine in coda al vetrino (aggregazione piastrinica) 
che non sempre indicano un deficit o un’anomalia piastrinica, ma impediscono al 
contaglobuli automatizzato di rilevarne la conta esatta; per questo risulta 
fondamentale la valutazione da parte dell’operatore dello striscio ematico che 
determina se sia effettivamente presente o meno un adeguato numero di piastrine 
verificando la presenza di piastrine giganti e/o aggregati piastrinici [37]. Usando 
l’obiettivo a immersione 100x solitamente i cani hanno 8-29 piastrine/campo, i gatti 
10-29 piastrine/campo. Se la trombocitopenia è sufficientemente grave da causare 
sanguinamento, allora si osservano solo 0-3 piastrine /campo. La distribuzione delle 
piastrine deve risultare uniforme. Se sono presenti aggregati piastrinici il loro 
conteggio e la loro stima non sono da considerare affidabili: detti aggregati, se 
presenti sulla parte distale dello striscio, spesso sono abbastanza grandi da essere 
visti con un ingrandimento 10x [34]. 
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6.3  ASPETTI DI MORFOLOGIA PIASTRINICA 
La morfologia delle piastrine non è un elemento stabile, infatti esse possono 
manifestarsi in grandezza e contenuto in granulazioni differenti a seconda dell’età e 
del loro momento funzionale: le piastrine più giovani (macropiastrine) appaiono più 
grandi, più ricche di granulazioni e sono metabolicamente attive: questo reperto 
suggerisce un’attiva trombopoiesi, ma è anche possibile sia osservato in corso di 
disordini mieloproliferativi o mielodisplasici. È un evento normale nei cani di razza 
Cavalier King Charles Spaniel. Contrariamente, in strisci ematici di cani con 
trombocitopenia immunomediata o colpiti da varie condizioni croniche è stata 
rilevata un’aumentata incidenza di piastrine di dimensioni ridotte [15,31,34]. 
Un’altra alterazione morfologica riscontrabile è l’attivazione piastrinica: esse 
appaiono di forma sferica con sottili processi protundenti dal citoplasma. Quando 
sono completamente attivate i granuli sono ammassati insieme con una rete di 
microtubuli e microfilamenti che le circondano. In seguito all’attivazione e per 
l’attiva secrezione possono comparire piastine ipogranulari. L’infezione da Erlichia 
platys, infine, è una rickettsia che infetta elettivamente le piastrine del cane: le 
morule appaiono come aggregati basofilici addensati entro il citoplasma delle PLT 
[15]. 
6.4 TROMBOCITOSI 
Questo disturbo consiste nel prolungato e costante aumento delle piastrine nel sangue 
periferico (oltre 1000 x 109/l). Le cause risiedono in un’aumentata produzione di 
piastrine indotta da disordini mieloproliferativi (policitemia vera, leucemie), 
infiammazioni croniche (artrite reumatoide, cirrosi), neoplasie (linfomi, carcinomi, 
leucemia megacariocitica), infezioni, traumi, emorragie acute (nell’anemia 
rigenerativa che ne consegue il conteggio piastrinico, si eleva al massimo fino a due 
volte il valore normale), deficienza di ferro (frequente) e nella sindrome di Cushing. 
Inoltre ci può essere un eccessivo rilascio dal midollo in risposta a: esercizio, 
eccitazione, gravidanza, a farmaci (Adrenalina, Vincristina) e nelle due settimane 
dopo splenectomia. Sono infine un reperto frequente in gatti anemici FeLV positivi e 
può essere associata a disturbi mieloproliferativi [15,18,34]. 
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6.5 TROMBOCITOPENIA 
Per definizione la trombocitopenia si ha quando il numero delle piastrine scende 
sotto 100 x. 109/l. La trombocitopenia può essere causata da diminuita produzione, 
aumentata distruzione e da sequestro o perdita di piastrine. La trombocitopenia da 
aumentata distruzione di piastrine è la forma più frequente e comprende processi 
immunomediati e altri di derivazione non immunologica. Le forme immunomediate a 
loro volta possono essere distinte in primarie (o autoimmuni) in forme secondarie a 
infezioni (es. virus), a immunocomplessi (es. Ehrlichia), neoplasie (es. linfoma) e a 
somministrazione di farmaci (es. fenilbutazone) e trombocitopenie immunomediate 
associate ad anemia emolitica immunomediata o del complesso Lupus Eritematoso 
sistemico. La forma non immunologica è invece legata alla vaccinazione con virus 
vivi- attenuati, che provocano aggregazione piastrinica, e ad azione diretta dei 
farmaci (sulfamidici, tranquillanti, antibiotici, sedativi) sulle piastrine o agenti 
infettivi che determinano aggregazione e frammentazione piastrinica. La 
trombocitopenia da diminuita sintesi di piastrine è dovuta a ipoplasia, aplasia e 
mielofibrosi midollare prodotte da farmaci (estrogeni, diuretici Tiazidici, 
Ciclofosfamide, Fenilbutazone), agenti infettivi (FeLV, virus in genere), 
immunomediata o tossici o legata disordini mielo/linfoproliferativi. In genere questa 
trombocitopenia è preceduta da linfopenia e granulocitopenia. La trombocitopenia da 
sequestro è dovuta a un’anomala distribuzione delle piastrine nel letto vascolare 
alterato come avviene nella splenomegalia (da torsione o neoplasia), epatopatia 
(ipertensione portale) e nella vasodilatazione (shock da endotossiemia) mentre quella 
da perdita è dovuta a emorragia, CID e formazione di trombi secondaria a danno 
vascolare [15]. 
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7 PREMESSA 
 Le informazioni che si possono trarre da un’adeguata valutazione di un emogramma 
completo sono molteplici e rappresentano un valido punto di partenza o di 
integrazione per il procedimento diagnostico. Questo lavoro si basa sulla valutazione 
della capacità di lettura del contaglobuli Procyte® per la formula leucocitaria, per la 
quale sono state analizzate tutte le classi cellulari tranne i basofili in quanto 
difficilmente rilevabili sullo striscio ematico, per il conteggio dei reticolociti e per la 
recente introduzione della segnalazione di neutrofili in banda, eritrociti nucleati e 
aggregati piastrinici tramite “flag” (bandierina di segnlazione).  
I risultati proposti dal contaglobuli sono stati confrontati con quelli delle letture di 
esperti microscopisti nella valutazione degli strisci ematici raccolti nel cane 
nell’Ospedale Veterinario di San Piero a Grado.   
Questo studio non vuole essere un’analisi statistica fine a se stessa, ma si propone di 
fornire un valido aiuto nella pratica clinica quotidiana poiché è importante che il 
Procyte®, utilizzato in molte strutture veterinarie, fornisca tempestivamente 
indicazioni corrette e precise affinché sia d’ausilio al medico veterinario nella 
valutazione del caso clinico: la valutazione delle segnalazioni tramite flag, ad 
esempio, può indirizzare il focus verso l’ipotesi di un’intensa attività flogistica nel 
caso sia segnalata “sospetta presenza di neutrofili in banda”, o una probabile 
rigenerazione se il flag indicante “sospetta presenza di eritrociti nucleati” è 
accompagnato da un’intensa reticolocitosi.  
Più precisamente, gli obiettivi della presente tesi sono:  
 Valutare i risultati della formula leucocitaria o del conteggio leucocitario 
differenziale proposta dal Procyte®, comparandolo con quello di esperti 
microscopisti ottenuto sullo striscio ematico.  
 Verificare la veridicità delle segnalazioni tramite Flag di neutrofili in banda, 
nRBC ed aggregati piastrinici, cercando di individuare un valore soglia sopra 
il quale la segnalazione dello strumento risulta di fatto eccellente.  
 Comparare la conta reticolocitaria del Procyte® con la stima reticolocitaria 
proposta dal microscopista.  
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 Individuare eventuali correlazioni tra segnalazione di neutrofili in banda (e 
quindi presenza di flogosi acuta e in atto) e la diminuzione della produzione 
reticolocitaria in soggetti non anemici.  
7.1 MATERIALI E METODI 
I campioni per l’esame emocromocitometrico di cane analizzati presso il Laboratorio 
di Patologia Clinica Veterinaria provengono interamente da pazienti interni 
all’Ospedale Didattico Veterinario M. Modenato. Tutti i campioni destinati all’esame 
emocromocitometrico sono raccolti in provette contenenti l’anticoagulante K2-
EDTA e la preparazione dello striscio ematico periferico è effettuata il prima 
possibile dopo il prelievo con la tecnica del vetrino portaoggetti (entro circa 2 ore). 
Gli strisci ematici sono colorati con il coloratore automatico Aerospray 7120® che 
sfrutta il metodo di May-Grundwald-Giemsa. L’osservazione degli strisci ematici 
colorati avviene a vari ingrandimenti (20x, 40x e 100x) permettendo la valutazione 
della morfologia delle tre popolazioni cellulari e la conferma dei valori delle 
piastrine e dei leucociti sul campione di sangue in esame.   
L’osservazione e valutazione dei reticolociti è eseguita attraverso un vetrino apposito 
preparato con la colorazione sopravitale Nuovo Blu di Metilene (NBM). I pazienti 
che sono valutati per la stima reticolocitaria sono quelli che presentano un valore di 
Hct inferiore al 30%. 
7.1.1 Raccolta retrospettiva dei dati 
L’intera totalità dei dati raccolti in questa tesi sono stati elaborati dai file estratti dal 
programma File Maker® e i dati ottenuti dall’emogramma e dalle cartelle cliniche 
sono stati gestiti con il programma Microsoft Excel®. In un periodo di 6 mesi (dal 
01/10/2012 al 02/04/2013), sono stati esaminati 1649 emogrammi di cane, e tra 
questi sono stati selezionati 350 emogrammi completi attraverso i seguenti criteri:  
 Tutti i CBC con il flag segnalante la presenza sospetta di neutrofili in banda o 
rilevati dal microscopista (171 CBC) 
 Tutti i CBC con il flag segnalante gli nRBC o rilevati dal microscopista (147 
CBC) 
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 Tutti i CBC con il flag segnalante la presenza di aggregati piastrinici o 
rilevati dal microscopista (75 CBC) 
 Tutti i CBC in cui è stata eseguita la stima Reticolocitaria da parte del 
microscopista (145 CBC) 
 Tutti i CBC che presentavano Eosinofilia segnalata dal Procyte® o dal 
microscopista (40 CBC) 
7.1.2 Analisi statistica 
I 350 emogrammi raccolti sono stati trascritti su Microsoft Excel® e suddivisi in 8 
fogli di lavoro a partire dalla sorgente dati, uno per ogni classe cellulare analizzata. 
Per confrontare i risultati, è stata utilizzata una codifica che permettesse di facilitare 
il lavoro, in particolare: 
È stata data la codifica [0] per:  
- CBC che non presentavano flag nel Procyte® (per banda, nRBC e aggregati 
PLT) 
- CBC che non presentavano aggregati piastrinici nel microscopista e neanche 
segnalati come flag nel Procyte® 
- CBC che non presentavano eosinofilia (del Procyte® o del microscopista) 
- CBC che non presentavano neutrofilia (del Procyte® o del microscopista) 
- CBC che non presentavano linfocitosi (del Procyte® o del microscopista) 
- CBC che non presentavano monocitosi (del Procyte® o del microscopista) 
È stata data la codifica [1] per: 
- CBC che presentavano flag (per  neutrofili in banda, nRBC e aggregati 
piastrinici) 
- CBC che presentavano aggregati piastrinici da parte del microscopista 
- CBC che presentavano eosinofilia (del Procyte® e/o del microscopista) 
- CBC che presentavano neutrofilia (del Procyte® e/o del microscopista) 
- CBC che presentavano linfocitosi (del Procyte® e/o del microscopista) 
- CBC che presentavano monocitosi (del Procyte® e/o del microscopista) 
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Inoltre un'altra classe di valutazione è quella relativa ai reticolciti, considerando la 
presenza dei reticolociti osservati dal microscopista e quelli derivanti dal Procyte®. 
Successivamente, questi fogli di lavoro sono stati elaborati con il programma 
MedCalc® per l’analisi statistica, come segue:  
Per ogni foglio di cui sotto:   
 CBC contenenti Neutrofili in banda (flag e segnalazione del microscopista) 
 CBC contenenti Eritrociti nucleati (flag e segnalazione del microscopista) 
 CBC contenenti Aggregati piastrinici (flag e segnalazione del microscopista) 
È stato eseguito: 
- Statistica descrittiva sui valori assoluti del microscopista: media aritmetica, 
mediana, varianza, deviazione standard, errore standard della media, 
D’Agostino-Pearson test per la normale distribuzione 
- Il test di Kappa di Cohen  
- Sensibilità e specificità 
- Valore predittivo positivo e valore predittivo negativo 
Per i seguenti fogli: 
 CBC contenenti Eosinofilia (del Procyte® e/o del microscopista) 
 CBC contenenti Neutrofilia (del Procyte® e/o del microscopista) 
 CBC contenenti Linfocitosi (del Procyte® e/o del microscopista) 
 CBC contenenti Monocitosi (del Procyte® e/o del microscopista) 
Per queste classi cellulari non sono state considerate le condizioni di normalità 
durante la loro lettura sia da parte del Procyte® che del microscopista, ma il lavoro si 
è concentrato sulla valutazione di parametri in condizioni di anormalità per il 
contaglobuli come eosinofilia, neutrofilia, linfocitosi e monocitosi. È stato eseguito:  
- Statistica descrittiva sui valori assoluti del Procyte® (per i parametri studiati 
vedi sopra) 
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- Statistica descrittiva sui valori assoluti del microscopista (per i parametri 
studiati vedi sopra) 
- Il test di Kappa di Cohen 
- Sensibilità e specificità 
- Valore predittivo positivo e valore predittivo negativo 
- Correlazione (con correzione logaritmica) tra valori assoluti del Procyte® e 
valori assoluti del microscopista  
- Regressione (con correzione logaritmica) tra i valori assoluti del Procyte® e 
valori assoluti del microscopista  
Per i CBC contenenti la stima reticolocitaria del microscopista è stato eseguito: 
- Statistica descrittiva dei valori assoluti Procyte® (per i parametri studiati 
vedasi sopra) 
- Statistica descrittiva dei valori assoluti del microscopista (per i parametri 
studiati vedasi sopra) 
- Correlazione (con correzione logaritmica) tra reticolociti Procyte®  e 
reticolociti microscopista  
- Regressione (con correzione logaritmica) tra reticolociti Procyte® e 
reticolociti microscopista  
La valutazione dei reticolociti risulta, tutt’ora, il modo più accurato per verificare 
l’efficacia dell’eritropoiesi. Per effettuare la conta reticolocitaria da parte del 
microscopista devono essere valutati almeno 1000 eritrociti (includendo sia i maturi 
che i reticolociti) in 5 campi microscopici, generalmente si valuta in almeno 10 
campi, e su questa popolazione si calcola la percentuale di reticolociti.  La stima 
reticolocitaria è fortemente operatore-sensibile. La conta reticolocitaria assoluta si 
calcola moltiplicando la percentuale reticolocitaria con la conta eritrocitaria. 
L’analisi di questa classe cellulare si pone come obiettivo il confronto diretto tra la 
valutazione del Procyte® e la stima dell’operatore.  
Tutti i test di Correlazione, Regressione sono stati effettuati su base logaritmica e al 
fine di normalizzare la loro distribuzione. 
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In un secondo tempo, dopo aver esaminato i risultati preliminari ottenuti dall’analisi 
statistica, sono stati creati altri 2 fogli di calcolo Excel® in base ai valori assoluti del 
microscopista, per cercare di stabilire un valore soglia oltre il quale il contaglobuli 
riporti sull’emogramma con migliore attendibilità :  
 Flag segnalanti la presenza di neutrofili in banda 
 Flag segnalanti la presenza di eritrociti nucleati 
Come ultimo lavoro è stato creato un altro foglio di calcolo Excel®, per correlare i 
valori assoluti dei neutrofili in banda letti dal microscopista, con i valori assoluti dei 
reticolociti letti dal Procyte®. L’unico criterio di scelta dei CBC per questo foglio di 
calcolo è stato di scartare i casi di anemia. L’obiettivo di questo studio è di verificare 
se all’aumento dei neutrofili in banda, validi indicatori di flogosi, corrisponde una 
diminuzione della produzione reticolocitaria dimostrando che in presenza di un 
processo infiammatorio grave, si arresta o diminuisce la produzione eritroide.  
Terminata l’analisi statistica è stata eseguita una resa grafica tramite “boxplot” per 
confrontare la distribuzione di: 
- Eosinofilia del Procyte® con eosinofilia microscopista 
- Neutrofilia del Procyte® con neutrofilia microscopista 
- Linfocitosi del Procyte® con linfocitosi microscopista 
- Monocitosi del Procyte® con monocitosi microscopista 
- Reticolociti del Procyte® con reticolociti letti dal microscopista 
7.2 RISULTATI 
7.2.1 Statistica descrittiva 
Primariamente è stata eseguita la Statistica descrittiva allo scopo di ottenere criteri di 
rilevazione, di classificazione e di sintesi delle informazioni relative alle popolazioni 
oggetto di studio. Per tutte le classi cellulari è stato anche eseguito il test 
D’Agostino-Pearson per stabilire se i dati provengono da una popolazione distribuita 
normalmente: sia i valori assoluti del Procyte® sia i valori assoluti del microscopista 
hanno evidenziato un rifiuto della normalità di distribuzione. Per questo motivo i test 
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statistici successivi sono stati eseguiti su base logaritimica che ha permesso di 
normalizzare la distribuzione.  
È stata eseguita la Statistica descrittiva dei valori assoluti determinati con 
contaglobuli Procyte® per:  
- 143 CBC contenenti Reticolociti 
- 39 CBC contenenti Eosinofilia  
- 149 CBC contenenti Neutrofilia 
- 55 CBC contenenti Linfocitosi 
- 176 CBC contenenti Monocitosi 
È stata eseguita la Statistica descrittiva dei valori assoluti determinati attraverso la 
lettura del microscopista per: 
- 140 CBC contenenti Neutrofili in Banda 
- 143 CBC contenenti Eritrociti Nucleati  
- 143 CBC contenenti Reticolociti 
- 39 CBC contenenti Eosinofilia  
- 149 CBC contenenti Neutrofilia 
- 48 CBC contenenti Linfocitosi 
- 174 CBC contenenti Monocitosi 
  Tabella 1 Statistica descrittiva applicata ai valori assoluti delle classi cellulari oggetto di studio 
 
Banda  
Micr. 
nRBC  
micr. 
Reticolociti 
Micr. 
Eosinofilia 
Micr. 
Neutrofilia 
Micr. 
Linfocitosi 
Micr. 
Monocitosi 
Micr. 
Reticolociti 
Procyte 
Eosinofilia 
Procyte 
Neutrofilia 
Procyte 
Linfocitosi 
Procyte 
Monocitosi 
Procyte 
Unità di 
misura 
K/μL 
Valore 
assoluto 
K/μL K/μL K/μL K/μL K/μL K/μL K/μL K/μL K/μL K/μL 
Valore più 
basso 
0,04 1,00 0,0 0,24 10,35 0,31 0,14 1,30 0,14 1,89 5,14 0,79 
Valore più 
alto 
169,00 72,00 1180,80 11,83 79,28 8,45 23,36 725,20 10,96 75,62 25,80 39,02 
Media 
aritmetica  
3,45  6,63  148,07 2,17  25,47  2,41  2,85  105,72  1,52  23,55  10,22  3,68  
Mediana  0,82  3,00  84,80  1,81  20,91  1,83  2,11  58,50  1,06  19,63 9,16 2,29  
Varianza 220,02 106,95 31610,92 3,17 195,14 3,89 7,82 14717,49 3,10 153,60 22,51 19,29 
Deviazione 
standard 
14,83 10,34 177,79 1,78 13,96 1,97 2,80 121,31 1,76 12,39 4,74 4,39 
E. standard 
della media 
1,25 0,86 14,87 0,29 1,14 0,28 0,21 10,14 0,28 1,01 0,63 0,33 
D’Agostino-
Pearson 
test 
R. N. R. N. R. N. R. N. R. N. R. N. R. N. R. N. R. N. R. N. R. N. R. N. 
7.2.2 Sensibilità e Specificità, valore predittivo positivo e negativo 
L’uso delle codifiche applicate alle diverse classi cellulari ha permesso il calcolo di 
sensibilità, specificità, valore predittivo positivo (vpp) e valore negativo (vpn) dei 
valori letti dal Procyte®, rispetto ai valori letti dal microscopista, per i parametri 
come riportati nella tabella 2.  
Ponendo il valore [1] come indice di sensibilità, specificità, vpp, vpn, pari al 100% e 
il valore [0] come indice di sensibilità e specificità, vpp, vpn pari al 0%, abbiamo 
ottenuto i risultati riportati in tabella 2.  
 
Tabella 2 Sensibilità, specificità, valore predittivo positivo, valore predittivo negativo delle classi 
cellulari analizzate dal contaglobuli Procyte® 
 
Dopo aver analizzato i risultati ottenuti, è stato ricercato un valore soglia oltre il 
quale il Procyte® aumentasse l’attendibilità della sua indicazione come flag (vedi 
tabella 3). Questi valori corrispondono a: 
 
Tabella 3 Sensibilità, specificità, valore predittivo positivo, valore predittivo negativo di Neutrofili in 
banda ed nRBC analizzati dal contaglobuli Procyte® filtrando i CBC con valori soglia 
 
Analita SENSIBILITÀ SPECIFICITÀ VPP VPN 
Flag banda 0,60 0,86 0,74 0,76 
Flag nRBC 0,06 0,99 0,66 0,60 
Aggr PLT 0,16 1,00 1,00 0,81 
Eosinofili 0,40 0,98 0,70 0,93 
Neutrofili 0,93 0,98 0,97 0,95 
Linfociti 1,00 0,85 0,10 1,00 
Monociti 0,94 0,72 0,63 0,96 
Analita/valore 
soglia 
SENSIBILITÀ SPECIFICITÀ VPP VPN 
Flag banda 
(500  cellule) 
0,78 1,00 1,00 0,90 
Flag nRBC     
(limite 5) 
0,09 0,99 0,66 0,84 
 62
7.2.3 Test Kappa di Cohen 
Per verificare il grado di accuratezza ed affidabilità della valutazione statistica, è 
stato usato il coefficiente statistico kappa di Cohen: è un indice di concordanza 
calcolato in base al rapporto tra l'accordo in eccesso e l'accordo massimo ottenibile. 
Esistono diversi "gradi di concordanza", in base ai quali possiamo definire se Kappa 
di Cohen è scarso o ottimo: 
- se K assume valori inferiori di 0,01 la concordanza è nulla 
- se K assume valori compresi tra 0,01-0,20 la concordanza è scarsa 
- se K assume valori compresi tra 0,21-0,40  la concordanza è modesta; 
- se K assume valori compresi tra 0,41-0,60 la concordanza è discreta; 
- se K assume valori compresi tra 0,61-0,80 la concordanza è buona; 
- se K assume valori compresi tra 0,81-1,00 la concordanza è ottima.   
 
Anche questo test è stato svolto previa l’uso delle codifiche, per verificare il grado di 
affidabilità delle seguenti classi cellulari, come riportato in tabella 4:  
 
Tabella 4 Test di Kappa eseguito sulle classi cellulari oggetto di studio  
 Il test Kappa è stato successivamente eseguito anche ai fogli di calcolo contenente i 
valori corrispondenti e superiori ai parametri riportati in tabella 5: 
Tabella 5 Test di Kappa eseguito di Neutrofili in banda ed nRBC filtrando gli emogrammi con valori 
soglia 
Analita Kappa 
Neutrofili in banda 0,477 
nRBC 0,062 
Aggregati  PLT 0,237 
Eosinofilia 0,471 
Neutrofilia 0,929 
Linfocitosi 0,165 
Monocitosi 0,598 
Analita/valore soglia Kappa 
Banda (500 cellule) 0,832 
nRBC (limite 5) 0,13 
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7.2.4 Correlazione e Regressione 
Per correlazione s’intende una relazione tra due variabili casuali, tale che a ciascun 
valore della prima variabile (Procyte®) corrisponda con una certa regolarità un valore 
della seconda (microscopista). Questo test non analizza necessariamente un rapporto 
di causa ed effetto, ma semplicemente la tendenza di una variabile a variare in 
funzione di un'altra. Il grado di correlazione fra due variabili viene espresso mediante 
i cosiddetti indici di correlazione. Questi assumono valori compresi tra - 1 (quando le 
variabili considerate sono inversamente correlate) e + 1 (quando vi sia correlazione 
assoluta cioè quando alla variazione di una variabile corrisponde una variazione 
rigidamente dipendente dall'altra), ovviamente un indice di correlazione pari a zero 
indica un'assenza di correlazione. Due variabili indipendenti hanno sicuramente un 
indice di correlazione pari a 0, ma al contrario un valore pari a 0 non implica 
necessariamente che le due variabili siano indipendenti. 
Parallelamente è stato eseguito il test di Regressione che rappresenta un metodo di 
stima del valore atteso condizionato di una variabile dipendente (Procyte®), dati i 
valori di una variabile indipendente (il microscopista). 
Entrambi i test sono stati eseguiti con la correzione dei dati su base logaritmica per 
normalizzare la distribuzione delle classi cellulari come riportato in tabella 6: 
 
 
 
 
    Tabella 6 Correlazione e Regressione tra Procyte® e microscopista 
 
Analita Campione   Coefficiente R di 
correlazione 
(log) 
Coefficiente di 
determinazione di 
R2  (log) 
Reticolociti 143 0,843 0,711 
Eosinofilia 38 0,363 0,132 
Neutrofilia 149 0,894 0,799 
Linfocitosi 48 0,398 0,159 
Monocitosi 174 0,672 0,452 
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7.2.5 Correlazione di rango (Spearman’s correlation) 
Per valutare il grado di correlazione tra il valore assoluto dei neutrofili in banda letto 
dal microscopista e il valore assoluto dei reticolociti letto dal contaglobuli Procyte®, 
è stata eseguita la correlazione di Spearman: essa serve per valutare il grado di 
congruenza tra due rilevazioni statistiche eseguite sugli stessi soggetti ma con 
variabili differenti. 
L'indice di Spearman ha come valore massimo 1 e come valore minimo -1, dunque si 
tratta di un indice normalizzato. Il valore 1 indica che tutte le unità statistiche 
osservate occupano la stessa posizione sia in una graduatoria che nell'altra. Il valore  
-1 indica invece l'esatto contrario, ossia che non vi è alcuna relazione tra le due 
variabili osservate. 
 
Tabella 7 Correlazione di rango tra i neutrofili in banda valutati dal microscopista ed i reticolociti 
valutati dal  contaglobuli Procyte® 
7.2.6 Box and whisker plots 
Il box-plot, detto anche box and whiskers plot (diagramma a scatola e baffi), è una 
rappresentazione grafica utilizzata per descrivere la distribuzione di un campione 
tramite semplici indici di dispersione e di posizione. Viene rappresentato 
verticalmente tramite un rettangolo diviso in due parti, da cui escono due segmenti. Il 
rettangolo (la "scatola") è delimitato dal primo e al terzo quartile, q1/4 e q3/4, e 
diviso al suo interno dalla mediana, q1/2. I segmenti (i "baffi") sono delimitati dal 
minimo e dal massimo dei valori. In questo modo vengono rappresentati 
graficamente i quattro intervalli ugualmente popolati delimitati dai quartili.  
Parametri Campione Coefficiente di Spearman  
Neutrofili in Banda micr. 
/ Reticolociti Procyte® 
26 -0,375 
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Grafico 1 Confronto tra la distribuzione dei campioni contenenti eosinofilia del Procyte® con i 
campioni letti dal microscopista, tramite whisker plot.  
 
Grafico 2 Confronto tra la distribuzione dei campioni contenenti neutrofilia del Procyte® con i 
campioni letti dal microscopista, tramite whisker plot. 
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Grafico 3 Confronto tra la distribuzione dei campioni contenenti linfocitosi del Procyte® con i 
campioni letti dal microscopista, tramite whisker plot. 
 
Grafico 4 Confronto tra la distribuzione dei campioni contenenti monocitosi del Procyte® con i 
campioni letti dal microscopista, tramite whisker plot. 
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Grafico 5 Confronto tra la distribuzione dei campioni contenenti reticolociti del Procyte® con i 
campioni letti dal microscopista, tramite whisker plot. 
7.3 DISCUSSIONE 
I risultati ottenuti non sono frutto della valutazione del contaglobuli in campioni che 
presentano valori che rientrano nell’intervallo di riferimento di pazienti canini sani, 
ma si tratta dell’analisi di campioni con anomalie diverse, spesso in condizioni 
critiche provenienti da pazienti sicuramente malati: ciò risulta molto importante per 
la clinica poiché aggiunge dati significativi quando si valuta un paziente patologico, 
aiutando il clinico nel formulare una possibile diagnosi o aggiornare la lista dei 
problemi di ordine clinico integrandola a problemi derivanti da altre procedure.  
In tabella 1 la statistica descrittiva, tramite il test D’Agostino-Pearson, evidenzia una 
distribuzione anormale della popolazione di tutte le classi cellulari, poiché si tratta di 
campioni da pazienti patologici. Per questo motivo la valutazione della mediana 
(parametro di distribuzione che non viene influenzato da dati aberranti o estremi) è 
stata preferita alla media ed alla deviazione standard, le quali andrebbero utilizzate 
solo in presenza di una distribuzione normale dei dati. L’anormalità di distribuzione 
dei valori assoluti, sia del Procyte® sia del microscopista, di tutte le classi cellulari 
esaminate ha suggerito di eseguire i test di correlazione, correlazione di rango e 
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regressione su base logaritmica per normalizzarne la distribuzione. 
È possibile osservare in tabella 2 l’alta specificità del Procyte®, che riporta valori 
superiori al 70% per tutte le classi cellulari esaminate, in particolare: i flag (86%-
100%), eosinofili (98%), neutrofili (98%), monociti (72%) e linfociti (85%). 
Tuttavia, i test di specificità, sensibilità, valore predittivo positivo (VPP) e valore 
predittivo negativo (VPN) riguardanti i linfociti si ritengono fortemente influenzati 
dai criteri di  scelta del database preso in considerazione, quindi non attendibili.   
La specificità conferma la capacità del contaglobuli di effettuare correttamente la 
conta cellulare in situazione di normalità: il contaglobuli difficilmente riporta falsi 
positivi. La valutazione di parametri in condizioni di stress invece, espressa tramite il 
test di sensibilità come la capacità di identificare correttamente flag, eosinofilia, 
neutrofilia, linfocitosi e monocitosi, mostra risultati discordanti: il flag dei neutrofili 
in banda è l’unico ad avere una discreta sensibilità (60%), mentre i flag segnalanti 
nRBC ed aggregati PLT mostrano una sensibilità molto scarsa (rispettivamente 6% e 
16%). La valutazione delle conte cellulari del Procyte® riporta invece ottimi risultati 
di sensibilità per: neutrofili (93%), monociti (94%). Il 40% di sensibilità degli 
eosinofili, tuttavia, risulta confermare il sospetto relativo alla difficoltà di lettura di 
questa classe cellulare da parte del Procyte®.  
I valori predittivi positivi, intesi come la probabilità che un test-positivo risulti 
corretto, segnalano risultati differenti all’interno dei flag e delle classi cellulari 
analizzate, ma nel complesso discreti: flag banda (74%), aggregati PLT (100%), 
eosinofili (70%), neutrofili (97%), monociti (63%). Il valore predittivo negativo 
invece risulta ottimo per eosinofili (93%), neutrofili (95%) e monociti (96%), e 
buono per i flag  segnalanti neutrofili in banda (76%) e aggregati piastrinici (81%). 
La capacità di lettura riguardante il flag degli eritrociti nucleati conferma la sua 
debolezza anche nel valore predittivo positivo (66%) e nel valore predittivo negativo 
(60%).  
Dopo aver analizzato i risultati ottenuti per i neutrofili in banda e gli eritrociti 
nucleati, è stato ricercato un valore soglia oltre il quale il Procyte® aumentasse 
l’attendibilità della sua indicazione come flag. La tabella 3 sottolinea l’accuratezza 
di lettura di specificità (78%), sensibilità (100%), vpp (100%), vpn (90%) per i CBC 
contenenti flag di neutrofili in banda selezionati sopra alle 500 cellule contate dal 
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microscopista, confermando l’attendibilità del contaglobuli per questa classe 
cellulare. Lo stesso non si può dire degli eritrociti nucleati, per quali provando a 
ripetere i test con un valore soglia sopra ai 5 eritrociti nucleati contati dal 
microscopista, la capacità di lettura rimane praticamente invariata: specificità (9%), 
sensibilità (99%), vpp (66%), vpn (84%). 
La tabella 4 riporta i risultati ottenuti con il test di Kappa di Cohen, usato per 
valutare la concordanza di osservazione tra il Procyte® e il microscopista, in 
particolare evidenzia il grado di accuratezza ed affidabilità della valutazione tra il 
contaglobuli  e l’operatore attraverso il coefficiente di K: per la neutrofilia l’indice di 
concordanza è risultato ottimo, per neutrofili in banda, eosinofilia e monocitosi 
l’indice di concordanza è risultato discreto (K=0,41-0,60), mentre per aggregati 
piastrinici e monocitosi l’indice è risultato modesto-scarso (K=0,01-0,40). I dati 
ottenuti dal test di Kappa di Cohen confermano i risultati pervenuti attraverso i test di 
sensibilità e specificità delle classi cellulari analizzate. La debolezza nella lettura di 
nRBC da parte del Procyte® viene confermata anche attraverso l’indice di 
concordanza che è risultato molto scarso (K=0,06): l’ipotesi più probabile è che la 
macchina scambi gli eritrociti nucleati per linfociti, invalidandone la conta cellulare 
come è emerso in diversi studi [8,26].  
La tabella 5 mostra l’ottimo indice di concordanza (K=0,83) risultato 
dall’applicazione del test di kappa ai CBC presentanti più di 500 neutrofili in banda 
contati dal microscopista, mentre conferma l’invariata debolezza di lettura del 
contaglobuli anche oltre il limite di 5 eritrociti nucleati contati dal microscopista 
attraverso un indice di concordanza ancora scarso ma sicuramente raddoppiato 
rispetto al valore senza soglia minima (K=0,13).  
La tabella 6 illustra il grado di correlazione tra i valori letti dal Procyte®, con i 
valori letti dal microscopista: analizzando i risultati si evince un basso grado di 
correlazione diretta dei valori indicanti eosinofilia (R=0,36), ipotizzabile già dagli 
esiti dei precedenti test effettuati. Poco migliore appare la correlazione tra i dati di 
linfocitosi (R=0,39), mentre esiste una buona correlazione diretta per la monocitosi 
(R=0,67), ed un’ottima correlazione per la neutrofilia (R=0,89).  
La correlazione tra i valori assoluti dei reticolociti (R=0,84) invece, considerando che 
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la valutazione del microscopista è una stima e non una conta cellulare, risulta ottima 
e sopra le attese, garantendo affidabilità alla lettura del valore. 
I valori analizzati tramite la regressione, che di fatto formalizza e risolve il problema 
di una relazione funzionale tra variabili misurate sulla base di dati campionari estratti 
dalle popolazioni cellulari analizzate, visibili sempre in tabella 6, mostrano risultati 
inferiori rispetto agli indici di correlazione: reticolociti (R2=0,71), eosinofilia 
(R2=0,13), linfocitosi (R2=0,15), monocitosi (R2=0,45). Si conferma buono invece 
l’indice di regressione riguardante la neutrofilia (R2=0,79) 
La tabella 7 infine, attraverso la correlazione di rango si pone l’obiettivo di 
verificare se effettivamente vi sia una correlazione inversa tra i valori assoluti dei 
neutrofili in banda visti dal microscopista ed i valori assoluti dei reticolociti 
analizzati dal Procyte®. Durante un processo infiammatorio acuto, alterazioni nella 
produzione di ferritina e alterazioni nei recettori della trasferrina incrementano lo 
stoccaggio di ferro e pertanto decresce la disponibilità di ferro per la sintesi 
emoglobinica, con una ipotetica conseguente diminuzione della produzione eritroide 
e del numero di reticolociti [stockham p.161]. Il valore del coefficiente di Sperman 
emerso dall’analisi di rango (-0,375) sembrerebbe confermare l’ipotesi di 
correlazione inversa esistente tra l’aumento dei  neutrofili in banda (infiammazione 
acuta) e la conseguente diminuzione della quota reticolocitaria ematica (diminuzione 
della produzione eritroide) in soggetti non anemici.  
I boxplot sono la rappresentazione grafica utilizzata per descrivere la distribuzione 
delle classi cellulari tramite semplici indici di dispersione e di posizione: analizzando 
i grafici si evince che i valori del Procyte® e del microscopista riguardanti 
soprattutto i reticolociti, ma anche neutrofilia e monocitosi, sono distribuiti in 
maniera similare. Contrariamente, i grafici riguardanti eosinofilia ed ancor più 
linfocitosi differiscono non solo nella mediana, ma anche nei valori massimi e 
minimi, confermando la disparità di lettura esistente tra microscopista e contaglobuli 
nella valutazione di queste classi cellulari in situazioni di anormalità.  
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7.4 CONCLUSIONI 
Attraverso questo lavoro è stato possibile approfondire la valutazione di molti 
parametri dell’emogramma in situazioni di anormalità spesso anche severa: è stata 
messa alla prova l’attendibilità della conta leucocitaria, reticolocitaria e delle 
segnalazioni tramite “flag” del contaglobuli Procyte®. La presente tesi fin dall’inizio 
non ha voluto essere un’elaborazione statistica fine a se stessa, ma si è posta come 
obiettivo l’essere d’aiuto nella valutazione dell’accuratezza di molti parametri 
impiegati nella clinica di tutti i giorni. Ha reso inoltre possibile la conferma dei 
sospetti emersi in corso di valutazione degli emogrammi, come ad es. la difficoltà di 
lettura di eritrociti nucleati e degli eosinofili, e l’esistente correlazione inversa tra la 
comparsa di neutrofili in banda e la diminuzione della quota reticolocitaria.   
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